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  Preparazione	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  anidride	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  3.2.3 Carico	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  3.2.4 Concentrazione	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4.7 	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4.8 	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4.10 (-­‐)-­‐Nutli-­‐3	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4.12 2,5-­‐diossopirrrolidin	  3,5-­‐bis(trifluorometil)benzoato	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   1	  
1. INTRODUZIONE	  
	  
	  
1.1 Cenni	  sulla	  natura,	  le	  funzioni	  ed	  il	  controllo	  delle	  proteine	  
p53	  e	  MDM2	  
	  
1.1.1 La	  proteina	  p53	  
	   La	   proteina	   ubiquitaria	   p53	   è	   un	   fattore	   di	   trascrizione	   che	   riveste	   un	   ruolo	   di	  fondamentale	   importanza	   in	   tutte	   le	   cellule;	   è	   detta	   “guardiano	   del	   genoma”	   perché	  contribuisce	   a	   mantenere	   l’integrità	   del	   patrimonio	   genetico	   stabilizzando	   il	   DNA	   e	  prevenendone	   le	   mutazioni1.	   p53	   (il	   cui	   nome	   deriva	   dal	   suo	   peso	   molecolare	   di	   53	  kDa)2	  regola	   l’espressione	  di	  proteine	  che	  mediano	   il	   ciclo	  cellulare	  e	  ha	   la	   capacità	  di	  agire	  come	  oncosoppressore	  inducendo	  processi	  di	  apoptosi	  e	  senescenza.	  In	  condizioni	  di	   stress, * 	  i	   livelli	   cellulari	   di	   p53	   aumentano	   grazie	   ad	   un	   meccanismo	   post-­‐trasduzionale	   e	   si	   attiva	   una	   serie	   di	   processi	   guidati	   da	   p53	   che	   si	   manifestano	  attraverso:	  -­‐ L’arresto	  temporaneo	  del	  ciclo	  cellulare	  per	  riconoscere	  il	  danno	  cellulare;	  -­‐ L’induzione	  della	  riparazione	  del	  DNA,	  attraverso	  l’espressione	  delle	  proteine	  atte	  a	  tale	  scopo;	  -­‐ L’innesco	  del	  processo	  apoptotico	  qualora	  il	  danno	  del	  genoma	  risulti	  irreparabile;	  -­‐ L’inibizione	  dell’angiogenesi.	  Nei	  tumori	  umani	  p53	  è	  la	  proteina	  maggiormente	  inibita	  e	  nel	  50%	  dei	  casi	  TP53,	  il	  gene	  codificante	  per	  p53,	  contiene	  mutazioni	  o	  alterazioni.3	  Il	  fatto	  che	  l’inattivazione	  di	  p53	  sia	  l’evento	  più	  comune	  riscontrato	  nei	  casi	  di	  neoplasia	  maligna,	  è	  indice	  proprio	  di	   quanto	   tale	   proteina	   sia	   fondamentale,	   oltre	   che	   nell’abbattimento	   della	  carcinogenesi,	  anche	  nella	  soppressione	  della	  crescita	  dei	  tumori.	  	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  *	  p53	  è	  attivata	  da	  :1)	  Ipossia	  o	  crescita	  aberrante	  dei	  segnali	  (p14ARF	  o	  oncogeni	  Ras,	  Myc	  o	  Fas);	  2)	  Danni	  a	  livello	  del	  DNA	  (ATM	  e	  Chk2);	  3)	  Chemoterapici,	  luce	  UV,	  inibitori	  di	  chinasi	  (ART,	  CKII)	  	  
	   2	  
La	  proteina	  p53	  ha	  almeno	  quattro	  domini	  che	  regolano	  l’attività	  trascrizionale;	  per	  agire,	   deve	   trovarsi	   nel	   nucleo,	   e	   per	   potersi	   agganciare	   ai	   siti	   di	   riconoscimento	   del	  DNA	  deve	  formare	  dei	  complessi	  o	  tetramerizzare.13	  In	   condizioni	   normali	   p53	   è	   sottoposta	   a	   processi	   metabolici	   che	   ne	   regolano	  l’espressione	   e	   l’emivita.	   Tali	   processi	   portano	   al	   sequestro	   di	   p53	   a	   livello	   del	  citoplasma	  in	  forma	  inattiva	  e	  non	  permettono	  di	  manifestare	  le	  sue	  funzioni	  a	  livello	  del	  nucleo.	   Il	   più	   importante	   meccanismo	   di	   regolazione	   ha	   per	   protagonista	   la	   proteina	  MDM2	  (Murine	  Double	  Minute	  2),	  la	  cui	  proteina	  analoga	  negli	  umani	  è	  chiamata	  HDM2.	  	  La	  mutazione	  del	  gene	  TP53	  non	  è	  l’unica	  via	  che	  provoca	  l’inattivazione	  della	  proteina	  p53:	   l’inattivazione	   può	   essere	   anche	   conseguenza	   di	   una	   sovraespressione	   della	  proteina	  MDM2.	  	  
1.1.2 La	  proteina	  MDM2	  e	  la	  sua	  interazione	  con	  p53	  
	   MDM2,	   è	   una	   proteina	   con	   motivi	   “a	   dita	   di	   zinco”,	   che	   maggiormente	   si	   trova	  implicata	  nel	  processo	  di	  inibizione	  di	  p53.	  Fu	  originariamente	  isolata	  da	  linee	  di	  cellule	  tumorali	  di	  topo,	  in	  cui	  era	  stata	  riscontrata	  una	  sua	  sovraespressione.	  	  MDM2	  agisce	  come	  antagonista	  di	  p53	  attraverso	  almeno	  tre	  meccanismi	  (Figura	  1.1):3	  -­‐ Impedisce	   il	   legame	   di	   p53	   con	   il	   DNA,	   rendendola	   inattiva	   come	   fattore	   di	  trascrizione;	  -­‐ Promuove	   l’esportazione	   di	   p53	   dal	   nucleo,	   lasciandola	   ancora	   una	   volta	  inaccessibile	  al	  DNA;	  -­‐ Favorisce	  l’ubiquitinazione	  di	  p53	  e	  quindi	  la	  sua	  degradazione	  tramite	  proteasoma.	  Tale	  effetto	  è	  amplificato	  in	  seguito	  ad	  etero-­‐dimerizzazione	  con	  l’analoga	  proteina	  MDMX.	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Figura	  1.1:	  Triplice	  azione	  di	  inibizione	  di	  p53	  da	  parte	  di	  MDM2.	  
	  	  	   Tra	   MDM2	   e	   p53,	   esiste	   un	   equilibrio	   trascrizionale	   che	   si	   basa	   su	   di	   un	   ciclo	   di	  autoregolazione	   di	   tipo	   feedback:	   p53	   stimola	   essa	   stessa	   la	   trascrizione	   del	   gene	   di	  MDM2,	  che	  a	  sua	  volta	  inibisce	  p53.	  Questo	  sistema	  nelle	  cellule	  tumorali	  non	  funziona:	  i	  livelli	   di	   p53	   minimi	   necessari	   alla	   supervisione	   dell’integrità	   del	   genoma,	   sono	  regolarmente	  degradati	  in	  conseguenza	  ad	  un’eccessiva	  espressione	  di	  MDM2.	  	  In	  diversi	  casi	  di	  tumori	  umani,	  la	  sovraespressione	  incontrollata	  di	  HDM2	  può	  essere	  strettamente	   correlata	   a	  metastasi	   e	   a	   una	   diminuzione	   della	   velocità	   di	   risposta	   alle	  terapie.	   Analisi	   di	   28	   differenti	   tipi	   di	   tumori,	   che	   includono	   più	   di	   4000	   campioni	   di	  tumori	  umani,	  mostrano	  che	  mdm2,	  il	  gene	  che	  codifica	  per	  MDM2	  è	  amplificato	  in	  circa	  il	  7%	  di	  questi	  tessuti.4	  Ciò	  significa	  che	  mdm2	  è	  un	  proto-­‐oncogene,	  in	  altre	  parole	  può	  diventare	  oncogenetico	  se	  si	  manifesta	  un	  aumento	  della	  sua	  espressione.5,6	  	   L’interazione	  proteina-­‐proteina	  MDM2-­‐p53	  è	   stata	   studiata	  nel	   dettaglio:	   sono	   stati	  mappati	   i	   siti	  d’interazione	  dei	  due	  peptidi	  e	   sono	  state	  determinate	   con	  precisione	   le	  distanze	   tra	   gli	   atomi	   e	   gli	   angoli	   di	   legame.	   Nel	   1996	   fu	   pubblicata	   la	   struttura	   del	  cristallo	   del	   complesso	  MDM2/p53.7	  L’interazione	   è	   essenzialmente	  di	   tipo	   idrofobico.	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Quando	   legata,	   p53	   adotta	   una	   conformazione	   ad	   α-­‐elica	   che	   ha	   una	   perfetta	  complementarietà	   sterica	   con	   la	   tasca	   idrofobica	   di	   MDM2,	   e	   instaura	   legami	   ad	  idrogeno	   e	   interazioni	   di	   Van	   der	   Waals	   attraverso	   tre	   suoi	   residui	   amminoacidici:	  Phe19,	  Trp23	  e	  Leu26(Figura	  1.2).	  	  
	  
Figura	  1.2:	  Struttura	  ai	  raggi	  x	  del	  complesso	  MDM2-­‐p53.	  	  	   Impedire	   o	   ridurre	   l’interazione	   tra	   p53	   e	   MDM2	   avrebbe	   come	   conseguenza	   un	  incremento	  dell’attività	  dell’oncosoppressore	  p53,	  e	  quindi	  potrebbe	  essere	  una	  nuova	  promettente	   strategia	  per	   la	   cura	  del	   cancro.	  A	   tale	   scopo	   i	  possibili	   approcci	  per	  una	  terapia	  possono	  essere:18	  	  -­‐ Diminuire	   la	   concentrazione	   cellulare	   di	   MDM2	   bloccandone	   la	   traduzione	  attraverso	  l’uso	  di	  nucleotidi	  antisenso;	  -­‐ Utilizzare	  agenti	  che	  mimino	  l’azione	  di	  p14ARF,	  un	  regolatore	  negativo	  di	  MDM2;	  -­‐ Inibire	  l’ubiquitinazione	  di	  p53	  mediata	  da	  MDM2;	  -­‐ Prevenire	   l’interazione	   tra	   p53	   e	   MDM2	   con	   piccole	   molecole	   capaci	   di	   legarsi	  all’interfaccia	  delle	  due	  proteine	  e	  quindi	  lasciare	  che	  p53	  manifesti	  la	  sua	  funzione	  di	  soppressore	  di	  tumori.	  Di	  seguito	  sarà	  trattata	  più	  nel	  dettaglio	  questa	  ultima	  strategia.	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1.2 Progettazione	   di	   piccole	   molecole	   antagoniste	  
dell’interazione	  p53-­‐MDM2	  come	  terapia	  anti-­‐cancro	  
	  
1.2.1 Approccio	  al	  problema	  
	  Tra	   le	   diverse	   strategie	   terapeutiche	   valutate	   dalle	   società	   farmaceutiche,	  l’attenzione	  è	  stata	  puntata	  soprattutto	  sulla	  progettazione	  di	   farmaci	  che	  agiscano	  da	  modulatori	   dell’interazione	   p53-­‐MDM2.	  Un	  motivo	   che	   può	   giustificare	   tale	   interesse,	  oltre	  alla	  profonda	  conoscenza	  a	  livello	  biologico	  di	  come	  avviene	  la	  auto-­‐regolazione	  di	  p53	  e	  MDM2,	  è	   il	   fatto	  che	   la	  struttura	  del	  complesso	  p53/MDM2	  è	  ben	  nota	  da	  molti	  anni.	  Infatti,	   la	  disponibilità	  della	  struttura	  tridimensionale,	  rigida,	  ben	  definita	  dei	  siti	  d’interazione	   nella	   tasca	   idrofobica	   di	   MDM2	   agevola	   considerevolmente	   la	  progettazione	   di	   molecole	   capaci	   di	   mimare	   il	   comportamento	   della	   proteina	   p53.	  Inoltre,	  è	  da	  tenere	  conto	  che	  l’interfaccia	  fra	  le	  due	  proteine	  è	  piuttosto	  piccola,	  il	  che	  rende	  possibile	   la	  progettazione	  di	  molecole	  a	  basso	  peso	  molecolare	  quindi	  dotate	  di	  un’alta	   biodisponibilità	   orale.	   Attualmente	   sono	   disponibili	   numerose	   reviews	   che	  riassumono	  gli	  studi	  e	  i	  progressi	  fatti	  in	  questo	  ambito.9,10,11,12,13	  Negli	   ultimi	   anni	   sono	   state	   disegnate	   progettate	   e	   studiate,	   attraverso	   l’uso	   di	  tecniche	   computazionali,	   un	   gran	  numero	  di	  molecole	   non	  peptidiche	  potenzialmente	  capaci	   di	   legarsi	   a	   MDM2,	   bloccandola.	   Sono	   state	   selezionate	   più	   di	   20	   classi	   di	  composti	  come	  possibili	  antagonisti	  di	  MDM2,	  ma	  solo	  tre	  hanno	  rilevanza	  dal	  punto	  di	  vista	  farmacologico:	  le	  cis-­‐imidazoline,	  i	  benzodiazepin-­‐dioni	  e	  gli	  spiro-­‐ossoindoli.13	  In	  
figura	   1.3	   sono	  riportati	  alcuni	  esempi	  rappresentativi	  per	  ognuna	  di	  queste	  classi	  di	  molecole.	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Figura1.3:	  Esempi	  di	  inibitori	  di	  MDM2	  riportati	  in	  letteratura	  	   La	  struttura	  di	  base	  che	  accomuna	  tutte	  e	  tre	  le	  classi	  di	  composti	  è	  costituita	  da	  uno	  
scaffold	  eterociclico	  rigido	  che	  supporta	  tre	  gruppi	  lipofilici.	  Tale	  struttura	  simula,	  più	  o	  meno	   efficacemente,	   la	   conformazione	   ad	   α-­‐elica	   di	   p53:	   i	   tre	   gruppi	   lipofilici	   si	  dispongono	  all’interno	  della	  tasca	  che	  accoglie	   la	   triade	  di	  amminoacidi	  Phe19,	  Trp23	  e	  
Leu26.	  Al	  fine	  di	  amplificare	  l’affinità	  di	  legame	  tra	  queste	  molecole	  inibitrici	  e	  MDM2,	  sono	  state	   effettuate	   diverse	  modifiche	   e	   ottimizzazioni	   della	   natura	   e	   della	   grandezza	   dei	  gruppi	   lipofilici.	   In	  particolare	  in	  tutti	  composti	  è	  stato	  aggiunto	  un	  gruppo	  polare	  per	  aumentarne	  la	  solubilità,	  mentre	  l’introduzione	  di	  uno	  o	  più	  alogeni	  come	  sostituenti	  sul	  gruppo	  aromatico	  ha	  permesso	  di	  migliorare	  notevolmente	  l’intensità	  d’interazione.13	  La	  prima	  e	  più	  importante	  classe	  di	  piccole	  molecole	  antagoniste	  di	  MDM2	  ad	  essere	  individuata	   è	   quella	   delle	   cis-­‐imidazoline,	   chiamate	   Nutline;	   tra	   queste,	   quella	   di	  maggior	  rilievo	  è	  sicuramente	  il	  composto	  (-­‐)-­‐Nutlin-­‐3,	  (-­‐)-­‐1.	  	  	  
1.2.2 (-­‐)-­‐Nutlin-­‐3,	  (-­‐)-­‐1	  
	  L’inibitore	  di	  MDM2	  chiamato	  Nutlin-­‐3,	  1	  è	  stato	  scoperto	  nel	  2004	  da	  Vassilev	  et	  al.,	  un	   gruppo	   di	   ricerca	   della	  Hoffmann-­‐La	  Roche	   Company	   (HLR),	   attraverso	   un	   attento	  
screening	   tra	   librerie	  di	  composti	  chimici,	  a	  Nutley,	  New	  Jersey	  (da	  qui	   il	  nome	  Nutlin:	  
Nutley	  inhibitors).14	  La	   sovrapposizione	   della	   struttura	   dei	   co-­‐cristalli	   di	   MDM2/4	   e	   MDM2/p53	  evidenzia	   un’eccezionale	   capacità	   di	   coniugarsi	   a	   MDM2	   esattamente	   nel	   domino	   di	  legame	  di	  p53	  (Figura	  1.4).	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Figura	  1.4	  A	  sinistra	  la	  sovrapposizione	  dei	  co-­‐cristalli	  di	  MDM2/Nutlin-­‐2	  e	  MDM2/p53	  (la	  proteina	  p53	  è	  rappresentata	  in	  verde).	  A	  destra	  la	  struttura	  dei	  (-­‐)-­‐Nutlin-­‐2,	  un	  analogo	  di	  	  	  	  	  	  	  	  	  (-­‐)-­‐Nutlin-­‐3	  	   L’attività	   di	   1	   è	   stata	   ampiamente	   studiata	   sia	   in	   vitro	   che	   in	   vivo,	   anche	   in	  combinazione	  con	  trattamenti	  chemioterapici	  convenzionali	  e	  radioterapia.13	  	  Infatti	  esperimenti	  in	  vitro	  hanno	  dimosctrato	  che	  l’enantiomero	  (-­‐)-­‐Nutlin-­‐3,	  (-­‐)-­‐1	  :	  -­‐ Spiazza	  la	  proteina	  p53	  con	  una	  concentrazione	  inibente	  IC50	  pari	  a	  90	  nM;	  -­‐ Attiva	  p53	  sia	  nelle	  cellule	  sane	  che	   in	  quelle	   tumorali,	  ma	  porta	  ad	  apoptosi	  delle	  sole	  cellule	  tumorali;	  -­‐ Inibisce	  la	  crescita	  delle	  cellule	  con	  IC50	  pari	  a	  1-­‐2	  µM	  nelle	  linee	  di	  cellule	  tumorali	  e	  mostra	  una	  selettività	  approssimativamente	  di	  10	  volte	  verso	  le	  cellule	  tumorali	  che	  contengono	  p53	  mutato.14	  Invece	  gli	  studi	  riportati	  da	  Vasseliev	  et	  al.	  circa	  l’attività	  antagonista	  di	  1	   in	  vivo	  hanno	  permesso	  di	  accertare	  che:14	  -­‐ La	   somministrazione	   orale	   di	   (-­‐)-­‐1	   attiva	   p-­‐53	   in	  maniera	   dipendente	   al	   dosaggio	  somministrato	  e	  induce	  l’espressione	  dei	  geni	  bersaglio	  di	  p53;	  -­‐ Nel	   modello	   xenograft	   SJSA-­‐1	   nel	   topo	   si	   raggiunge	   il	   90%	   dell’inibizione	   della	  crescita	   del	   cancro	   grazie	   al	   trattamento	   con	   (±)-­‐1	   (somministrato	   oralmente	  200mg/Kg	  due	  volte	  al	  giorno	  per	  venti	  giorni)	  senza	  segni	  di	  tossicità	  negli	  animali	  trattati.	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Inoltre,	   la	   somministrazione	   combinata	   di	   Nutlin-­‐3	   con	   chemioterapici	  convenzionali	  o	  con	  radioterapia	  incrementa	  l’efficacia	  dei	  singoli	  trattamenti.	  	   Negli	  anni	  successivi	  alla	  sua	  scoperta,	  la	  molecola	  di	  Nutlin-­‐3,	  1	  è	  stata	  ampiamente	  utilizzata	   come	  prototipo	  per	   sviluppare	  analoghi	   inibitori,	   allo	   scopo	  di	   incrementare	  ulteriormente	   l’affinità	   nei	   confronti	   di	   MDM2,	   l’efficacia	   e	   la	   farmacocinetica.	   Il	  composto	  RG7112,	  5,	  per	  esempio	  è	  un	  discendente	  di	  (-­‐)-­‐Nutlin-­‐3,	  (-­‐)-­‐1	  e	  rappresenta	  il	  primo	  inibitore	  di	  MDM2	  ad	  essere	  avanzato	  in	  fase	  clinica	  per	  il	  trattamento	  di	  tumore	  umano	  (figura	  1.5).15	  	  
	  
Figura1.5	  Struttura	  di	  RG7112,	  discendente	  di	  (-­‐)-­‐Nutlin-­‐3	  avanzato	  in	  fase	  clinica	  I.	  	  	   	  	  È	   da	   notare	   che	   i	   due	   enatiomeri	   di	   1	   differiscono	   in	   affinità	   verso	   MDM2,	   e	   in	  particolare	  (-­‐)-­‐1	  (eutomero)	  ha	  un	  effetto	  p53-­‐attivante	  150	  volte	  superiore	  a	  quello	  del	  suo	  enantiomero	  (+)-­‐1	  (distomero).	  	   I	   metodi	   di	   sintesi	   di	   questo	   importante	   inibitore	   brevettati	   dalla	   HLR	   e	   la	  stragrande	  maggioranza	  delle	  sintesi	  riportate	  in	  letteratura	  non	  sono	  enantiosolettive,	  quindi	  portano	  all’ottenimento	  di	  1	  racemo.	  Le	  sintesi	  differiscono	  per	  numero	  di	  stadi,	  resa	  chimica	  e	  applicabilità	  a	  preparazioni	  su	  vasta	  scala.	  Nei	  prossimi	  paragrafi	  saranno	  illustrati	   i	   principali	   metodi	   di	   sintesi	   di	   Nutlin-­‐3,	   1	   e	   di	   suoi	   derivati	   riportati	   in	  letteratura.	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1.2.3 Sintesi	  di	  Nutlin-­‐3	  racemo,	  (±)-­‐1	  e	  di	  suoi	  derivati	  
	   La	   quasi	   totalità	   delle	   sintesi	   esistenti	   in	   letteratura	   impiega	   la	  meso-­‐diammina	  6	  come	  building	  block,	  la	  quale,	  secondo	  la	  sintesi	  di	  HLR	  è	  ottenuta	  in	  cinque	  stadi	  da	  1,2-­‐difeniletan-­‐1,2-­‐dione	  (schema	  1.1).	  	  
	  	  
Schema	  1.1	  	   I	  metodi	  di	  sintesi	  dello	  scaffold	  cis-­‐imidazolinico	  a	  partire	  dalla	  meso-­‐diammina	  6,	  possono	   essere	   classificati	   in	   due	   categorie:	   (1)	   attraverso	   la	   formazione	   preliminare	  della	   monoammide	   7	   seguita	   da	   ciclizzazione,	   oppure	   (2)	   tramite	   condensazione	   e	  ciclizzazione	  in	  un	  unico	  stadio.	  	  Nel	  primo	  caso	  vi	  è	  il	  problema	  della	  diacilazione,	  e	  delle	  basse	  rese	  di	  ciclizzazione.	  In	  particolare,	  con	  1,1’-­‐carbonildimidaziolo	  CDI	  la	  monoacilazione	  è	  sfavorita	  rispetto	  alla	  bis-­‐ammide	  8	  (Figura	  1.6).16	  La	  ciclizzazione	  con	  POCl3	  porta	  alla	  formazione	  in	  grande	  quantità	  del	  sottoprodotto	  9	  (Figura	  1.6).17	  Con	  acido	  para-­‐toluensolfonico	  la	  reazione	  con	   7b	   non	   va	   a	   completezza	   a	   causa	   della	   formazione	   dell’anidride	   para-­‐toluensolfonica,	  mentre	  con	  7a	  le	  rese	  sono	  elevate	  (Schemi	  1.2	  e	  1.3).18	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Schema	  1.2	  
	  
	  
Figura	  1.6	  Sottoprodotti	  della	  reazione	  di	  ciclizzazione	  	  	   	  
	  
Schema	  1.3	  	   Nel	   secondo	   caso	   (schema	   1.4),	   la	   condensazione-­‐ciclizzazione	   della	   meso-­‐diammina	   con	   l’estere	  12a	   può	   essere	   effettuata	   con	  un	   alchilalluminio,19	  che	  oltre	   ad	  essere	   piroforico	   rende	   difficoltoso	   il	   work-­‐up	   a	   causa	   del	   carattere	   colloidale	   degli	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idrossidi	  di	  alluminio.	  L’impiego	  di	  acido	  borico	  è	  una	  strategia	  sintetica	  adatta	  ad	  una	  preparazione	   di	   11•HCl	   su	   ampia	   scala.	   Vie	   alternative,	   tra	   cui	   vi	   è	   anche	   l’uso	   di	  microonde20,21	  sono	  riportate	  nello	  schema	  1.4.22,23,24	  	  	  
	  
	  
Schema	  1.4	  
	  L’acilazione	  dell’azoto	  imidazolinico	  avviene	  con	  l’impiego	  di	  fosgene,	  un	  gas	  molto	  tossico	  e	  difficile	  da	  maneggiare,	  oppure	  preferibilmente	  con	  il	  suo	  equivalente	  sintetico	  meno	  pericoloso	  perché	  solido,	  il	  trifosgene.	  	  	   Come	   è	   noto,	   un	   composto	   prochirale,	   quale	   la	  meso-­‐diammina	   6,	   in	   assenza	   di	  agenti	   chirali,	   conduce	   inevitabilmente	  alla	   formazione	  di	  miscele	   raceme,	   in	  quanto	   i	  possibili	   stati	  di	   transizione	  sono	  enantiomerici	  e	  quindi	   isoenergetici.	  Vista	   la	  grande	  differenza	   di	   attività	   dei	   due	   enantiomeri	   di	   1,	   la	   miscela	   racemica	   deve	   essere	  necessariamente	   sottoposta	   a	   separazione	   per	   ottenere	   enantiopuro	   l’eutomero	   (-­‐)-­‐Nutlin-­‐3,	  (-­‐)-­‐1;	  a	  questo	  scopo	  può	  essere	  utilizzata	  la	  cromatografia	  supercritica	  chirale	  (FSC)25	  o	  una	  risoluzione	  con	  derivanti	  chirali.26	  Come	  spesso	  succede,	  la	  separazione	  è	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difficile,	  poco	  economica	  e	  non	  in	  linea	  con	  il	  concetto	  di	  atom	  economy,	  giacché	  almeno	  il	  50%	  del	  prodotto	  viene	  comunque	  scartato.	  In	   generale,	   lo	   sviluppo	   di	   metodologie	   sintetiche	   che	   siano	   il	   più	   possibile	  enantioselettive,	  specialmente	  per	  applicazioni	  in	  campo	  farmaceutico,	  rappresenta	  da	  sempre	  un’importante	  sfida	  dal	  punto	  di	  vista	  della	  sintesi	  organica.	  In	  questo	  ambito,	  la	  catalisi	   enantioselettiva	   è	   stata	   largamente	   sfruttata	   per	   la	   sintesi	   di	   prodotti	  enantiomericamente	  arricchiti	  a	  partire	  da	  precursori	  achirali;	  tuttavia	  per	  la	  molecola	  di	   (-­‐)-­‐Nutlin-­‐3,	   (-­‐)-­‐1	   sono	   pochissimi	   i	   lavori	   pubblicati	   in	   materia.	   Gli	   unici	   studi	   di	  sintesi	  asimmetrica	  sono	  stati	  riportati	  da	  Johnston	  e	  collaboratori,	  come	  qui	  di	  seguito	  descritto	  più	  dettagliatamente.	  	  	  
1.2.4 Sintesi	  asimmetrica	  di	  (-­‐)-­‐1	  	   Johnston	   et	   al.	   hanno	   sviluppato	   la	   prima	   (e	   unica)	   elegante	   via	   sintetica	   di	   tipo	  asimmetrico	  che	   fornisce	   il	   (-­‐)-­‐Nutlin-­‐3,	   (-­‐)-­‐1	   con	  elevato	  eccesso	  enantiomerico.27,28,29	  Lo	  stadio	  chiave	  della	  sintesi	  (schema	  1.5)	  è	  l’addizione	  dell’arilnitrometano	  14	  alla	  N-­‐
Boc-­‐immina	  12	  per	  mezzo	  di	  una	  reazione	  di	  aza-­‐Henry	  (o	  nitro-­‐Mannich)	  diastero-­‐	  ed	  enantio-­‐	  selettiva	  organocatalizzata	  da	  MeOPBAM	  (Figura	  1.7).	  La	  successiva	  riduzione	  del	   gruppo	   nitro	   con	   cobalto	   dicloruro,	   CoCl2,	   e	   NaBH4	   fornisce	   una	   diammina	  monoprotetta	  asimmetrica	  (non	  più	  meso)	  che	  va	  incontro	  a	  condensazione	  con	  l’acido	  
25	  per	  dare	  l’ammide	  27.	  Dopo	  deprotezione,	  l’ammina	  primaria	  viene	  acilata	  con	  1,1’-­‐carbonildimidazolo	   (CDI)	   seguito	   da	   2-­‐piperazinone.	   Infine,	   con	   l’anidride	   di	   fosfonio	  (reagente	   di	   Hendrickson),30	  ottenuta	   in	   situ	   da	   trifenilfosfinossido	   (PPO)	   e	   anidride	  triflorometansolfonica,	   avviene	   una	   ciclizzazione	   chemoselettiva	   per	   disidratazione	  della	  ammide-­‐urea	  28	  (Schema	  1.5).	  Gli	   svantaggi	   di	   questa	   procedura	   sono	   il	   grande	   numero	   di	   stadi	   e	   di	   purificazioni	  tramite	  cromatografia	  (considerando	  anche	  la	  preparazione	  dei	  building	  blocks	  14	  e	  12	  per	   la	   aza-­‐Henry);	   il	   bisogno	   di	   impiego	   di	   un	   gruppo	   protettore;	   l’elevato	   costo	   del	  riducente	  cobalto	  dicloruro;	   la	  difficoltà	  di	  purificazione	  del	  prodotto	   (-­‐)-­‐1	  dovuta	  alla	  presenza	  del	  PPO.	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Schema	  1.5	  
	  
	  
Figura	  1.7	  Organocatalizzatore	  impiegato	  da	  Jhonston	  e	  collaboratori	  per	  la	  reazione	  di	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  aza-­‐Henry	  	  
1.2.5 Sintesi	  di	  un	  precursore	  di	  (-­‐)-­‐1,	  enantiomericamente	  arricchito	  	  
	  Nel	  2011	  Seidel	  et	  al.	  hanno	  riportato	  una	  interessante	  reazione	  asimmetrica31	  per	  la	   preparazione	   della	   diammina	   monoprotetta	   37,	   che	   ha	   attirato	   l’attenzione	   del	  gruppo	  di	  ricerca	  dell’	  Università	  di	  Ferrara	  presso	  il	  Dipartimento	  di	  Scienze	  Chimiche	  e	  Farmaceutiche,	   dove	   è	   stato	   svolto	   questo	   lavoro	   di	   Tesi.	   Si	   tratta	   di	   una	   reazione	   di	  desimmetrizzazione	  della	  meso-­‐diammina	  6a	   che	   sfrutta	  un	  nuovo	   concetto	  di	   catalisi	  nucleofila	  asimmetrica	  (descritto	   in	  seguito),	  applicato	  per	   la	  prima	  volta	  all’acilazione	  con	  anidride	  benzoica	  di	  cis-­‐1,2-­‐diammine	  (Schema	  1.6).	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Schema	  1.6	  	   In	  generale,	  adottare	  il	  protocollo	  classico	  di	  acilazione	  asimmetrica	  di	  ammine	  che	  impiega	   catalizzatori	   chirali	   nucleofili, 32 	  è	   piuttosto	   difficile	   a	   causa	   dell’elevata	  nucleofilicità	  delle	  ammine	  primarie,	  che	  spesso	  è	  comparabile	  a	  quella	  dei	  catalizzatori	  stessi.	  Inoltre	  la	  reazione	  collaterale	  di	  diacilazione	  è	  spesso	  un	  problema	  anche	  in	  caso	  di	  un	  eccesso	  di	  diammina.	  Per	  questo	  al	  posto	  di	  un	  catalizzatore	  nucleofilo	  chirale,	  si	  impiega	  un	  catalizzatore	  achirale,	  la	  4-­‐dimetilammino	  piridina	  (DMAP),	  in	  combinazione	  con	  un	  recettore	  di	  anioni	  chirale	  detto	  HB-­‐Catalyst	   (Hydrongen	  Bonding	  Catalyst),	  per	  esempio	  una	  tiourea.	  33	  	  Da	  uno	  screening	  di	  vari	  recettori	  chirali,	  la	  ammide-­‐tiourea	  Cat-­‐
16	  risulta	  essere	  più	  efficiente,	  in	  termini	  di	  resa	  ed	  eccesso	  enantiomerico	  (Figura	  1.8).	  	  	  	  
	  
Figura	  1.8	  Organocatalizzatore-­‐HB	  impiegato	  da	  Seidel	  e	  collaboratori	  per	  la	  reazione	  di	  acilazione	  asimmetrica	  della	  meso-­‐diammina	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1.3 Nuovo	   concetto	   di	   catalisi	   nucleofila	   chirale:	   co-­‐catalisi	  	  	  
DMAP-­‐tiourea	  
	  È	  noto	  che	  gli	  ammino-­‐derivati	  della	  piridina	  che	  presentano	  un	  gruppo	  fortemente	  elettron-­‐donatore	   (come	   il	   gruppo	   –NMe2	   nella	   DMAP),34	  inducono	   un’apprezzabile	  accelerazione	  della	  velocità	  di	  trasferimento	  dell’acile	  attraverso	  l’intermedio	  cationico	  N-­‐acil	   dimetilammino-­‐piridinio	   che,	   insieme	   ad	   un	   controanione,	   forma	   una	   coppia	  ionica	  achirale.	  L’aumento	  di	  reattività	  di	  oltre	  quattro	  ordini	  di	  grandezza	  rispetto	  alla	  piridina	  è	  attribuibile	  alla	  maggiore	  concentrazione	  di	  equilibrio	  dell’intermedio	  N-­‐acil	  dimetilammino-­‐piridinio31a	  e	  alla	  sua	  maggiore	  elettrofilicità.	  	  Tale	   effetto	   è	   sfruttato	   comunemente	   in	   catalisi	   nucleofila	   asimmetrica	   per	   il	  trasferimento	  di	  acile,	  introducendo	  sull’anello	  piridinico	  o	  sul	  sostituente	  amminico	  un	  gruppo	  chirale	  (coppia	  ionica	  chirale	  in	  virtù	  del	  catione,	  Schema	  1.7).35	  	  	  
	  
Schema	  1.7	  	  Seidel	  et	  al.	  hanno	  dimostrato	  che	  l’effetto	  che	  rende	  il	  catione	  N-­‐acildimetilammino	  piridinio	   più	   reattivo	   dell’agente	   acilante	   che	   l’ha	   generato	   può	   essere	   ulteriormente	  implementato	  se	  si	  stabilizza	  il	  controanione	  attraverso	  uno	  specifico	  donatore	  di	  legami	  a	   idrogeno:	   HB-­‐catalyst,	   e	   che	   si	   può	   avere	   enantioselezione	   se	   quest’ultimo	   è	  enantiopuro.	  In	  questo	  modo	  la	  coppia	  ionica	  è	  resa	  chirale	  in	  situ	  in	  seguito	  ad	  una	  serie	  di	  equilibri,	  e	  la	  chiralità	  è	  data	  in	  virtù	  dell’anione	  (Schema	  1.8).	  	  	  	  
N
NMe2
R*
R
O
X
N
NMe2
R*
O
X
DMAP
Coppia ionica chirale
in virtù del catione
	   16	  
	  
Schema	  1.8	  	  I	  vantaggi	  di	  questo	  nuovo	  approccio	  rispetto	  all’utilizzo	  di	  derivati	  chirali	  della	  DMAP	  sono:	  -­‐ Il	   Catalizzatore-­‐HB	   sottrae	   il	   controanione	   lascia	   così	   nudo	   l’intermedio	   N-­‐acil	  piridinio,	  aumentandone	  l’elettrofilicià;†	  -­‐ La	   giusta	   scelta	   del	  mezzo	   di	   reazione	   rende	   la	   coppia	   ionica	   chirale	   più	   solubile	  rispetto	  a	  quella	  achirale,	  facilitando	  l’enantioselezione;	  -­‐ È	  possibile	  impiegare	  la	  DMAP	  in	  quantità	  stechiometriche.	  Questo	  concetto	  di	   co-­‐catalisi	  DMAP-­‐tiourea	  è	   stato	  applicato	  dagli	   stessi	   autori	   anche	  alla	  risoluzione	  cinetica	  di	  ammine	  benziliche,	  propargiliche	  e	  alliliche.36	  	  	  
1.4 	  Scopo	  di	  questo	  lavoro	  di	  Tesi	  
	  L’inibizione	   dell’interazione	   proteina-­‐proteina	   p53-­‐MDM2	   attraverso	   la	  somministrazione	   di	   piccole	   molecole	   non	   peptidiche	   è	   una	   potente	   strategia	  terapeutica	  per	   il	   trattamento	  del	   cancro.	   In	  questo	  modo,	   infatti,	   si	   favorisce	   l’attività	  dell’oncosoppressore	  p53.	  L’eutomero	  (-­‐)-­‐Nutlin-­‐3,	  (-­‐)-­‐1,	  rappresenta	  oggi	  l’inibitore	  di	  MDM2	  più	  importante	  in	  quanto	  molecola	  modello	   per	   lo	   sviluppo	   di	   analoghi	   con	  maggior	   attività	   biologica	   e	  miglior	   farmacocinetica.	   Le	   sintesi	   di	   (-­‐)-­‐1	   riportate	   in	   letteratura	   sono	   quasi	  esclusivamente	   non	   enantioselettive,	   ad	   eccezione	   di	   quella	   riportata	   da	   Johnston	   e	  collaboratori,	  sopra	  descritta.	  Lo	  scopo	  di	  questo	  lavoro	  di	  Tesi	  consiste	  nella	  individuazione	  di	  una	  procedura	  per	  la	  sintesi	  asimmetrica	  di	  (-­‐)-­‐1	  semplice,	  economica	  e	  con	  un	  ridotto	  numero	  di	  stadi,	  da	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  †	  Inoltre	  il	  legame	  dell’anione	  (benzoato)	  con	  il	  Catalizzatore-­‐HB	  (tiourea)	  può	  influire	  sulle	  concentrazioni	  di	  equilibrio	  della	  DMAP	  e	  del	  suo	  corrispondente	  sale	  N-­‐acil	  piridinio	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realizzare	   applicando	   il	   concetto	   di	   co-­‐catalisi	   nucleofila	   DMAP-­‐tiourea	   chirale	  sviluppato	   da	   Seidel	   et	   al.	   per	   la	   desimmetrizzazione	   della	   meso-­‐diammina	   6a	   con	  l’anidride	   simmetrica	   2-­‐isopropossi-­‐4-­‐metossi	   benzoica,	   17.	   	   A	   tale	   scopo,	   è	   stato	  sintetizzato	   il	   Catalizzatore-­‐HB	   Cat-­‐1636b, 37 ,46	   ed	   è	   stato	   eseguito	   uno	   studio	   di	  ottimizzazione	   delle	   condizioni	   di	   reazione,	   per	   migliorare	   le	   rese	   e	   gli	   eccessi	  enantiomerici	  di	  27.	  	  L’approccio	  retrosintetico	  seguito	  è	  dunque	  quello	  raffigurato	  nello	  Schema	  1.9.	  	  
	  	  
Schema	  1.9	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2. 	  DISCUSSIONE	  DEI	  RISULTATI	  
	  
2.1 Preparazione	  della	  meso-­‐diammina	  6a	  
	   Per	   la	  preparazione	  della	  meso-­‐diammina	  6a	  è	  stata	  scelta	  una	  via	   in	  soli	  due	  stadi,	  efficace	   e	   stereospecifica,	   che	   non	   richiede	   l’impiego	   di	   purificazioni	   tramite	  cromatografia;	   la	   resa	   complessiva	   (77%)	   è	   superiore	   a	   quelle	   riportate	   da	   HLR	  Company	  per	   la	   sintesi	  di	  6a	   via	   stilben-­‐dichetone	   (Schema	  1.1),	   e	   il	  numero	  di	   stadi	  necessari	  è	  molto	  minore.	  Si	  tratta	  della	  reazione	  a	  120°C	  in	  assenza	  di	  solventi	  tra	  la	  p-­‐clorobenzaldeide	  18	  e	  un	  eccesso	  di	  acetato	  d’ammonio	  (3,5	  equivalenti)	  seguita	  da	  idrolisi	  acida	  dell’intermedio	  
19,	  a	  dare	  6a	  (Schema	  2.1).	  	  	  
	  
Schema	  2.1	  	   Il	  meccanismo	  del	  primo	  stadio	  è	  riportato	  nello	  schema	  2.2;38	  l’ammonio	  fornisce	  la	  specie	  tricloro-­‐idrobenzammide	  20,	  la	  quale,	  per	  azione	  di	  una	  base	  viene	  deprotonata,	  e	   va	   incontro	   ad	   una	   chiusura	   disrotatoria	   dell’anello	   a	   dare	   la	   specie	   cis-­‐tricloro-­‐amaridina	  21,	   rilevabile	   attraverso	   spettrometria	   di	  massa.‡	  L’intermedio	  21	   reagisce	  con	   un’altra	   molecola	   di	   p-­‐clorobenzaldeide,	   e	   attraverso	   una	   serie	   di	   intermedi	   si	  ottiene	  la	  benziliden-­‐ammide	  19	  (Schema	  2.2).	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  ‡	  Attraverso	  la	  spettrometria	  di	  massa	  i	  composti	  contenenti	  Cloro	  sono	  facilmente	  visualizzabili	  a	  causa	  degli	  effetti	  isotopici.	  L’abbondanza	  isotopica	  di	  37Cl	  è	  circa	  del	  75%,	  mentre	  di	  35Cl	  è	  circa	  del	  25%.	  Questo	  fa	  sì	  che	  gli	  ioni	  contenti	  atomi	  di	  cloro	  producano	  picchi	  di	  peso	  molecolare	  M,	  seguiti	  da	  picchi	  satellite	  di	  peso	  molecolare	  M	  +	  2	  in	  rapporto	  3:1.	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Schema	  2.2	  	  Una	   reazione	   collaterale	   -­‐presumibilmente	   dovuta	   all’ossigeno	   dell’aria-­‐	   porta	   alla	  formazione	  della	   specie	   aromatica	  22,	   impossibile	  da	   idrolizzare	   in	   ambiente	   acquoso	  acido	   (Figura	   2.1).	   Nemmeno	   attraverso	   acetilazione	   e	   reazione	   con	   acido	  mandelico	  dell’azoto	   imidazolinico,	   come	   riportato	   da	   Braddock,39 	  è	   stato	   possibile	   rompere	  l’anello	  per	  idrolisi	  acida.	  	  L’apertura	  dell’anello	  cis-­‐imidazolinico	  con	   idruro	  di	  alluminio	  AlH3	  (ottenuto	   in	  situ	  con	  LiAlH4	  e	  AlCl3)	  a	  0°C	  in	  THF40	  non	  ha	  portato	  i	  risultati	  attesi	  ed	  è	  stata	  abbandonata.	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Figura	  2.1	  Tricloro-­‐amaridina	  aromatica,	  sottoprodotto	  della	  reazione	  tra	  aldeide	  aromatica	  18	  e	  acetato	  d’ammonio	  	  Per	   minimizzare	   la	   formazione	   di	   22,	   la	   reazione	   è	   stata	   condotta	   in	   ambiente	  anaerobico	   sotto	   atmosfera	   di	   Ar,	   facendo	   fondere	   l’aldeide	   preliminarmente	  all’aggiunta	  di	  AcONH4.	  Dopo	  18	  h	  a	  120°C	  è	  stata	  portata	  a	  temperatura	  ambiente	  e	   il	  composto	  gommoso	  solidificato	  che	  si	  è	   formato,	  è	  stato	   lavato	  in	  etere	  di	  petrolio	  per	  eliminare	   l’aldeide	   non	   reagita.	   Il	   lavaggio	   con	   una	   soluzione	   acquosa	   di	  NaOH	  2N	   ha	  permesso	   l’allontanato	   dell’eccesso	   di	   ammonio	   come	   ammoniaca	   gassosa.	   Infine	   il	  prodotto	  19	   è	   stato	   fatto	  precipitare	   in	  Et2O	  ed	   è	   stato	   recuperato	   tramite	   filtrazione,	  con	  una	  resa	  del	  76%.41	  Il	  composto	  19	  è	  un	  solido	  bianco	  stabile	  all’aria	  anche	  per	  diversi	  mesi,	  che	  non	  ha	  bisogno	  di	  ulteriore	  purificazione	  per	  lo	  stadio	  successivo	  di	  reazione.	  L’idrolisi	  acida	  a	  170°C	  con	  una	  soluzione	  acquosa	  al	  50%	  di	  acido	  solforico,	  fornisce	  la	  meso-­‐diammina	  6a	  con	  una	  resa	  del	  79%	  .	  Dalle	  costanti	  di	  accoppiamento	  relative	  ai	  protoni	   legati	   ai	   carboni	   amminici	   dello	   spettro	   1H	   NMR	   è	   possibile	   confermare	   la	  configurazione	  cis	  di	  6a.	  	  	  
2.2 Preparazione	  della	  anidride	  17	  
	   L’anidride	   simmetrica	   2-­‐isopropossi-­‐4-­‐metossi	   benzoica	   17	   è	   stata	   preparata	   sulla	  scala	  dei	  grammi	  così	  come	  segue	  (schema	  2.3).	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Schema	  2.3	  	  L’acido	   4-­‐metossi	   salicilico	   23	   disponibile	   in	   commercio	   è	   stato	   alchilato	   con	   2-­‐bromopropano	  in	  presenza	  di	  4	  equivalenti	  K2CO3	  in	  DMF	  a	  riflusso	  per	  3.5	  h,	  a	  dare	  il	  derivato	  24	  con	  una	  resa	  del	  98%.42	  Il	  successivo	  stadio	  d’idrolisi	  alcalina	  di	  24	   in	  EtOH	  con	  una	  soluzione	  di	  NaOH	  2	  N	  ha	  quindi	   fornito,	   dopo	  work	   up	   acido,	   l’acido	   carbossilico	   desiderato	   25	   in	   buona	   resa	  (94%)	  senza	  bisogno	  di	  ulteriori	  purificazioni.	  	  L’anidride	  17	  è	  stata	  preparata	  attraverso	  semplice	  mescolamento	  e	  macinazione	  in	  un	  mortaio	  dell’acido	  carbossilico	  25	   con	  4.3	  equivalenti	  di	  K2CO3	  e	  0.6	  equivalenti	  di	  cloruro	   di	   tosile	   a	   temperatura	   ambiente	   per	   20	   min	   (Schema	   2.4).43	  Dallo	   spettro	  infrarosso	  è	  possibile	   individuare	   la	  banda	  che	   si	   sdoppia	   (alle	   frequenze	  1737	  cm-­‐1	   e	  1715	   cm-­‐1)	   dovuta	   all’accoppiamento	   delle	   vibrazioni	   dei	   due	   carbonili	   di	  17	   (Figura	  
2.2).	  Questo	  metodo	  solvent-­‐free,	  che	  procede	  attraverso	  la	   formazione	  dell’intermedio	  
26,	   è	   semplice,	   richiede	   un	   breve	   tempo	  di	   reazione,	   utilizza	   reagenti	   a	   basso	   costo	   e	  fornisce	  17	  con	  una	  resa	  elevata	  (96%).	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Schema	  2.4	  	  
	  
Figura	  2.2	  Spettro	  IR	  della	  anidride	  17	  	   Una	   via	   alternativa	   per	   la	   sintesi	   di	   17,	   percorsa	   anche	   per	   la	   preparazione	   della	  anidride	  benzoica	  34,	  prevede	  la	  reazione	  in	  assenza	  di	  solventi	  tra	  il	  cloruro	  acilico	  36	  e	   un	   equivalente	   di	   sale	   sodico	   del	   corrispondente	   acido	   2-­‐isopropossi-­‐4-­‐metossi	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benzoico	   25	   in	   presenza	   di	   un	   equivalente	   di	   1,4-­‐diazabiciclo[2.2.2]ottano	   (DABCO)	  (Schema	  2.5).44	  Questa	  procedura,	  tuttavia	  non	  è	  stata	  più	  seguita	  per	  17	  a	  causa	  delle	  scarse	   rese,	   della	   limitata	   purezza	   e	   del	   maggiore	   numero	   di	   steps,	   necessari	   per	   la	  preparazione	  dei	  substrati.	  	  	  
	  
Schema	  2.5	  	  	  
2.3 Reazione	   di	   acilazione	   asimmetrica	   della	  meso-­‐diammina	  
6a	  attraverso	  la	  co-­‐catalisi	  DMAP-­‐tiourea	  
	   La	   reazione	  di	  desimmetrizzazione	  della	  meso-­‐diammina	  6a,	  mediante	   la	   co-­‐catalisi	  tra	   DMAP	   e	   la	   tiourea	   Cat-­‐16	   come	   HB-­‐Catalyst,	   è	   un’acilazione	   asimmetrica	   con	  anidride	  2-­‐isopropossi-­‐4-­‐metossi	  benzoica	  17	  (Schema	  2.6).	  	  
	  
Schema	  2.6	  	  
2.3.1 Ipotesi	  di	  meccanismo	  	  Come	   annunciato	   nella	   sezione	   introduttiva	   (Paragrafo	   1.3),	   il	   meccanismo	   di	   co-­‐catalisi	   DMAP-­‐tiourea	   della	   reazione	   di	   desimmetrizzazione	   della	  meso-­‐diammina	   6a,	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prevede	   l’instaurarsi	   di	   un	   equilibrio	   di	   acilazione	   tra	   la	   DMAP	   e	   il	   catione	   N-­‐acil	  piridinio,	   che	   da	   luogo	   alla	   coppia	   ionica	   achirale	  38.	   Successivamente	   all’aggiunta	   di	  
Cat-­‐16	  si	  stabilisce	  un	  secondo	  equilibrio	  che	  fornisce	  in	  situ	  la	  coppia	  ionica	  chirale	  39	  con	  l’anione	  benzoato	  (Schema	  2.7).	  Il	  complesso	  39	  mostrerà	  così	  un	  ingombro	  sterico	  tale	   da	   permettere	   che	   l’avvicinamento	   della	   meso-­‐diammina	   6a	   avvenga	  preferibilmente	   da	   una	   sola	   faccia	   e	   che	   l’attacco	   nucleofilo	   al	   carbonile	   dell’N-­‐acil	  piridinio	  avvenga	  da	  parte	  di	  uno	  solo	  dei	  due	  gruppi	  amminici	  di	  6a.	  Il	  fatto	  che	  ci	  sia	  una	   discriminazione	   dei	   gruppi	   –NH2	   della	  meso-­‐diammina,	   consente	   di	   ottenere	   una	  miscela	  enantiomericamente	  arricchita	  di	  27.	  	  	  
	  
Schema	  2.7	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2.3.2 Studio	  di	  ottimizzazione	  delle	  condizioni	  	  
	  Come	   punto	   di	   partenza	   per	   lo	   studio	   dell’efficienza	   e	   dell’enantioselettività	   della	  reazione	  di	  desimmetrizzazione	  della	  meso-­‐diammina	  6a	  è	  stato	  applicato	  il	  protocollo	  sviluppato	   da	   Seidel	   e	   collaboratori.31	   La	   reazione	   è	   stata	   inizialmente	   condotta	   nelle	  stesse	   condizioni	   usate	   per	   l’acilazione	   asimmetrica	   di	  6a	   con	   l’anidride	   benzoica	  34.	  Tale	  protocollo	  prevede	  (1)	  di	  far	  reagire	  a	  -­‐78°C	  in	  toluene	  distillato	  di	  fresco,	  l’anidride	  con	   una	   quantità	   catalitica	   (10%)	   di	   4-­‐dimetilammino	   piridina	   (DMAP)	   insieme	   ai	  setacci	  molecolari	  MS-­‐4Å,	  per	  15	  minuti;	  (2)	  di	  aggiungere	  la	  ammide-­‐tiourea	  Cat-­‐16	  in	  quantità	   catalitiche	   (10%),	   sciolta	   in	   toluene	  e,	   	   dopo	  altri	  15	  minuti,	   1	   equivalente	  di	  diammina	  6a,	   sciolta	   in	   toluene;	   (3)	   infine,	   dopo	   1	   h,	   di	   aggiungere	   1,1	   equivalenti	   di	  trietilammina	  (TEA)	  e	  di	  lasciare	  la	  reazione	  in	  agitazione	  a	  -­‐78°C	  fino	  a	  quando,	  tramite	  TLC,	  non	  si	  rileva	  la	  scomparsa	  di	  anidride.§	  	  Le	   conversioni	   ottenute	   seguendo	   esattamente	   questa	   procedura	   per	   l’acilazione	  di	  
6a	  con	  l’anidride	  2-­‐isopropossi-­‐4-­‐metossi	  benzoica	  17	  sono	  state	  piuttosto	  scarse,	  ed	  è	  stata	  quindi	  necessaria	  una	  ottimizzazione	  delle	  condizioni	  di	  reazione,	  tendo	  conto	  del	  meccanismo	  che	  determina	   la	  selettività.	  A	   tale	  scopo	  è	  stato	  effettuato	  uno	  studio	  dei	  parametri	  che	  influiscono	  sulla	  resa	  e	  sull’eccesso	  enantiomerico:	  	  -­‐ La	  temperatura;	  	  -­‐ I	  tempi	  di	  reazione	  dei	  reagenti,	  le	  modalità	  di	  aggiunta	  e	  il	  tempo	  complessivo	  di	  reazione;	  -­‐ La	  quantità	  di	  DMAP	  e	  Catalizzatore-­‐HB	  Cat-­‐16;	  -­‐ La	  concentrazione.	  Nella	  Tabella	   2.1	   sono	  riassunti	   i	   risultati	  ottenuti,	   le	   rese	  e	  gli	  eccessi	  enantiomerici,	  delle	  diverse	  prove	  che	  sono	  state	  svolte.	  	  
2.3.2.1 Temperatura	  
	  Per	   verificare	   quanto	   incidesse	   l’aspetto	   cinetico	   sull’eccesso	   enantiomerico,	   si	   è	  lavorato	   sul	   parametro	   temperatura.	   Lasciando	   andare	   la	   reazione	   a	   temperatura	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  §	  La	  reazione	  è	  stata	  ripetuta	  nelle	  stesse	  condizioni,	  con	  gli	  stessi	  substrati.	  La	  reazione	  va	  a	  completezza	  dopo	  2h,	  con	  una	  resa	  del	  79%	  ed	  un	  ee%	  pari	  a	  43%.	  È	  da	  evidenziare	  che	  i	  risultati	  in	  termini	  di	  resa	  ed	  eccesso	  enantiomerico	  non	  coincidono	  con	  quelli	  riportati	  da	  Seidel.	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ambiente,	  dopo	  aver	  aggiunto	  tutti	  i	  reagenti,	  si	  è	  ottenuto	  un	  eccesso	  enantiomerico	  del	  3%	  (Tabella	  2.1,	  entry	  1).	  Nemmeno	  aumentando	  il	  carico	  catalitico	  fino	  al	  20%	  si	  sono	  raggiunte	  buone	   selettività	   (Tabella	   2.1,	   entry	  2).	   Ciò	  ha	   fatto	   supporre	   l’esistenza	  di	  una	  competizione	  tra	  un	  percorso	  enantioselettivo,	  che	  procede	  attraverso	  l’intermedio	  
39,	  ed	  un	  percorso	  non	  enantioselettivo	  che,	  a	  temperatura	  ambiente,	  prevale	  sul	  primo.	  Questa	   ipotesi	   è	   stata	   confermata	   svolgendo	   la	   reazione	   di	   background	   tra	   17	   ed	   un	  equivalente	  di	  6a,	   in	  assenza	  di	  DMAP	  e	  di	   tiourea	  Cat-­‐16	  a	   temperatura	  ambiente.	   In	  queste	  condizioni,	  si	  ottiene	  il	  prodotto	  racemico	  (±)-­‐27	   in	  30	  minuti,	  con	  una	  resa	  del	  46%	  (Tabella	  2.1,	  entry	  3).	  L’anidride	  17,	  dunque	  mostra,	  a	  temperatura	  ambiente,	  una	  elevata	  reattività	  nei	  confronti	  di	  6a.	  	  
2.3.2.2 Tempi	  di	  reazione	  
	  Impiegando	  come	  substrato	  l’anidride	  benzoica	  34	  sono	  sufficienti	  15	  minuti	  a	  -­‐78°C	  per	  raggiungere	  le	  concentrazioni	  di	  equilibrio	  tra	  DMAP	  e	  il	  sale	  di	  N-­‐acil	  piridinio.31	  D’altra	  parte,	   è	   stato	   verificato	   tramite	   spettrometria	  di	  massa,	   che	   con	   l’anidride	  17,	   i	   tempi	  richiesti	   per	   ottenere	   l’intermedio	   38	   sono	   considerevolmente	   più	   lunghi:	   i	   migliori	  risultati	  si	  sono	  ottenuti	  lasciando	  in	  agitazione	  a	  temperatura	  ambiente	  il	  composto	  17	  e	  la	  DMAP	  per	  18	  h,	  prima	  di	  aggiungere	  la	  tiourea	  e	  la	  diammina	  (Tabella	  2.1,	  entry	  7).	  Da	  questi	  dati	  ne	  consegue	  che	   la	  velocità	  dell’equilibrio	  di	  acilazione	  della	  DMAP	  è	  notevolmente	   influenzata	   dall’agente	   acilante	   e,	   dunque	   il	   tempo	   (e	   la	   temperatura)	  dispensato	   per	   la	   formazione	   della	   coppia	   ionica	   condiziona	   in	   modo	   significativo	  l’eccesso	  enantiomerico.	  Vista	  l’elevata	  reattività	  dell’anidride	  17,	  infatti,	  se	  si	  aggiunge	  la	  meso-­‐diammina	  6a	  prima	  che	  si	   siano	   instaurati	  gli	  equilibri	   riportati	  nello	  schema	  
2.7,	  la	  reazione	  procede	  secondo	  il	  pathway	  non	  enantioselettivo	  che	  abbatte	  il	  valore	  di	  ee%.	  	  	  Un	   altro	   aspetto	   importante	   per	   l’enantioselettività	   è	   la	  modalità	   di	   aggiunta	   della	  
meso-­‐diammina	  6a.	   Infatti,	   se	   si	   inserisce	   la	   soluzione	  di	  6a	   in	   toluene	   alla	  miscela	   di	  reazione,	  goccia	  a	  goccia	  attraverso	  un	  imbuto	  gocciolatore,	   invece	  che	  velocemente,	  si	  favorisce	  l’equilibrio	  che	  fornisce	  39,	  e	  quindi	  si	  migliora	  l’enantioseletività.	  Per	  questo	  motivo	  è	  stato	  aumentato	  anche	  il	  tempo	  di	  reazione	  tra	  l’anidride	  17,	  la	  DMAP	  e	  Cat-­‐16,	  fino	  a	  5h	  a	  -­‐78°C	  (Tabella	  2.1,	  entry	  9).	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I	   tempi	   complessivi	   di	   reazione	   necessari	   per	   avere	   una	   buona	   selettività	   e	  conversione	  con	  l’anidride	  17	  sono	  decisamente	  maggiori	  rispetto	  a	  quelli	  riportati	  per	  l’anidride	  benzoica	  34:	  nel	  primo	  caso	  è	  stato	  indispensabile	  lasciar	  andare	  la	  reazione	  a	  -­‐78°C	  per	  tre	  giorni,	  mentre	  nel	  secondo	  caso	  sono	  state	  sufficienti	  2	  ore.31	  	  
2.3.2.3 Carico	  catalitico	  
	  Al	   fine	   di	   aumentare	   l’eccesso	   enantiomerico	   della	   ammino-­‐ammide	   27,	   è	   stato	  indispensabile	   aumentare	   il	   carico	   di	   DMAP	   e	   di	   tiourea:	   da	   una	   quantità	   catalitica	  (Tabella	  2.1,	  entry	  1	  e	  2),	  si	  è	  passati	  ad	  una	  quantità	  substechiometrica	  (Tabella	  2.1,	  entry	   4	   e	   5),	   fino	   a	   stechiometrica	   (Tabella	   2.1,	   entry	   6	   e	   7).	   Ciò	   è	   un’evidente	  conseguenza	  del	  fatto	  che,	  contrariamente	  a	  quello	  che	  accade	  quando	  si	  usa	  l’anidride	  
34,	  nel	   corso	  della	   reazione	  con	  17,	  per	  ragioni	  non	  ancora	  chiarite,	  non	  si	   rigenera	   il	  binomio	   DMAP-­‐tiourea	   che	   permette	   la	   catalisi,	   e	   dunque	   sfortunatamente	   non	   si	  instaura	  un	  ciclo	  catalitico	  e	  la	  tiourea	  Cat-­‐16	  funge	  soltanto	  da	  ausiliario	  chirale.	  Un	   eccesso	   di	   Catalizzatore-­‐HB	   e	   DMAP,	   d’altra	   parte	   non	   migliora	   ulteriormente	  l’enantioselettività	  (Tabella	  2.1,	  entry	  8	  e	  9).	  Ciò	  può	  essere	  imputabile	  alla	  formazione	  di	  aggregati	  stabili	  che	  sono	  inattivi	  per	  il	  sistema	  co-­‐catalitico.	  	  
2.3.2.4 Concentrazione	  	  
	  La	  quantità	  di	  solvente	  impiegato	  influisce	  sulla	  selettività.	  Se	  la	  miscela	  di	  reazione	  viene	   diluita	   fino	   ad	   una	   concentrazione	   pari	   a	   0,01M,	   rispetto	   alla	  meso-­‐diammina	   e	  all’anidride,	  i	  valori	  di	  ee%	  crescono	  (Tabella	  2.1,	  entry	  6	  e	  7).	  Questo	  conferma	  l’ipotesi	  della	  formazione	  di	  complessi	  di	  Cat-­‐16	  inattivi.	  	  
2.3.2.5 Altre	  considerazioni	  
	  È	   da	   considerare	   che,	   a	   differenza	   di	   quanto	   riportato	   da	   Seidel,	   l’ammide-­‐tiourea	  
Cat-­‐16	  ha	  una	  bassa	  solubilità	  in	  toluene.	  Per	  questo	  motivo,	  come	  primo	  tentativo,	  Cat-­‐
16	  è	  stato	  aggiunto	  solido	  nel	  pallone	  di	  reazione;	  tuttavia	  gli	  eccessi	  enantiomerici	  nulli	  hanno	   suggerito	   una	   non	   attività	   del	   Catalizzatore-­‐HB	   stesso;	   si	   è	   quindi	   scelto	   di	  utilizzare	  piccoli	  volumi	  di	  acetato	  di	  etile	  per	  facilitarne	  la	  dissoluzione.	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Entry	   DMAP	  e	  
Cat.	  %	  
Tempo	  
	  
Temperatura	   Resa	   Ee%	  
	  
1	  
	   10%	   15	  min	   -­‐	  78°C	  	  	  	  
	  35%	   	  3%	  	  21	  h	   -­‐78°C	  à	  t.a.	  
	  
2	  
	  20%	   15	  min	   t.a.	   	  18%	   	  4%	  18h	   -­‐78°C	  
	  
3	  
	  none	   /	   	  t.a.	   	  46%	   	  0%	  	  1h	  
	  
4	  
	   90%	   3,5	  h	   t.a.	   	  45%	   	  38%	  18	  h	   -­‐78°C	  
	  
5	  
	  90%	   3,5	  h	  	   t.a.	   	  45%	   	  30%	  	  	  
72	  h	   -­‐78°C-­‐t.a.	  
	  
6	  
	  100%**	  	  
4	  h	   t.a.	   	  44%	   	  58%	  72	  h	   -­‐78°C	  
	  
7	  
	  130%	  ††	  	  
18	  h	   t.a.	   	  47%	   	  67%	  72	  h	   -­‐78°C	  
	  
8	  
	  150%‡‡	  	  
18	  h	   t.a.	   	  47%	   	  38%	  1	  h	   -­‐78°C	  42,	  5	   -­‐78°C	  
	  
9	  
	   200%§§	   27	  h	   t.a.	   	  60%	   	  44%	  5	  h	   -­‐78°C	  27	  h	   -­‐78°C	  
Tabella	  2.1	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  **	  Concentrazione	  di	  meso-­‐diammina	  e	  anidride	  pari	  a	  0,01M	  ††	  Concentrazione	  di	  meso-­‐diammina	  e	  anidride	  pari	  a	  0,01M.	  1,5	  equivalenti	  di	  DMAP	  e	  1,3	  equivalenti	  di	  tiourea	  (R,R)-­‐Cat-­‐16	  .	  Aggiunta	  di	  meso-­‐diammina	  in	  1h	  ‡‡	  Aggiunta	  di	  meso-­‐diammina	  in	  5	  h	  §§	  Aggiunta	  di	  meso-­‐diammina	  dopo	  5h	  di	  reazione	  tra	  anidride,	  DMAP	  e	  tiourea	  (S,S)-­‐Cat-­‐16.	  2,2	  equivalenti	  di	  TEA	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Come	   mostrano	   l’analisi	   HPLC	   chirale	   e	   il	   segno	   del	   potere	   ottico	   rotatorio,	  aumentando	   l’ingombro	   sterico	   sulla	   anidride,	   l’enantioselettività	   si	   inverte.	   In	  particolare,	   utilizzando	   il	   catalizzatore	   (R,R)-­‐Cat-­‐16,	   con	   l’anidride	   benzoica	   34,	   si	  ottiene	   la	   monoamminde	   (-­‐)-­‐(1R,2S)-­‐37	   con	   un	   eccesso	   enantiomerico	   del	   43%;	  diversamente	   con	   l’anidride	   2-­‐isopropossi-­‐4-­‐metossi	   benzoica	   17,	   l’enantiomero	  maggioritario,	  ottenuto	  con	  catalizzatore	  della	  stessa	  configurazione,	  è	  il	  (+)-­‐27.	  Perciò	  è	  stato	   necessario	   sintetizzare	   il	   catalizzatore	   (S,S)-­‐Cat-­‐16,	   per	   poter	   avere	   una	  miscela	  enantiomericamente	  arricchita	  in	  (-­‐)-­‐27.	  	  L’aggiunta	   della	   trietilammina	   è	   indispensabile	   affinché	   la	   reazione	   vada	   a	  completezza;	   dunque	   per	   aumentare	   la	   conversione,	   ne	   sono	   stati	   aumentati	   gli	  equivalenti	  da	  1,1	  a	  2,2	  (Tabella	  2.1,	  entry	  	  9).	  Anche	   lo	   stadio	   di	   purificazione	   della	   mono-­‐ammide	   27	   ha	   richiesto	   una	  ottimizzazione,	  a	  causa	  della	  complessità	  della	  molecola	  dovuta	  alla	  presenza	  di	  porzioni	  apolari	  aromatiche,	  e	  polari	  amminiche	  e	  ammidiche.	  Mettendo	  a	  punto	  il	  giusto	  gradiente	  di	  concentrazione	  dell’eluente	  per	   la	  cromatografia	  su	  gel	  di	  silice	  è	  stato	  possibile,	  non	  solo	  ottenere	  27	  puro,	  ma	  anche	  recuperare	  e	  riutilizzare	  il	  Catalizzatore-­‐HB	  Cat-­‐16.	  	  Infine	  è	  stata	  effettuata	  una	  risoluzione	  tramite	  ricristallizzaione	  da	  Et2O	  della	  miscela	  enantiomericamente	  arricchita	  al	  44%	  di	  eccesso	  enantiomerico.	  Dall’analisi	  HPLC	  chirale	  risulta	  che	  il	  prodotto	  ricristallizzato	  è	  racemico	  (ee%	  =	  4%),	  dunque,	  ragionevolmente	  le	  acque	  madri	  saranno	  ulteriormente	  arricchite	  dell’enantiomero	  maggioritario.	  	  
2.4 Chiusura	  dell’anello	  cis-­‐imidazolinico	  
	   Gli	  stadi	  finali	  per	  la	  sintesi	  di	  (-­‐)-­‐Nutlin-­‐3,	  (-­‐)-­‐1	  comprendono	  la	  condensazione	  del	  2-­‐piperazinone	  e	  la	  chiusura	  dell’anello	  cis-­‐imidazolinico.	  	  La	   reazione	   di	   condensazione	   con	   1,2	   equivalenti	   di	   1,1’-­‐carbonildimidazolo	   (CDI)	  come	   agente	   carbonilante,	   seguito	   da	   1,6	   equivalenti	   di	   2-­‐piperazinone,	   avviene	   a	  temperatura	   ambiente	   in	   diclorometano	   (Schema	   2.10).	   È	   possibile	   seguire	  agevolmente	  la	  formazione	  dell’intermedio	  40	  attraverso	  spettrometria	  di	  massa,	  prima	  di	  aggiungere	  il	  2-­‐piperazinone	  e	  lasciare	  in	  agitazione	  per	  18h	  fino	  alla	  scomparsa	  di	  27	  (Schema	  2.8).	  La	  procedura	  è	  semplice	  dal	  punto	  di	  vista	  operativo	  e	  fornisce	  l’urea	  28	  
	   30	  
in	  ottima	   resa	   (94%).27	   Il	   prodotto	  ottenuto	  è	  un	   solido	  bianco	   che	  non	  ha	  bisogno	  di	  purificazione	  tramite	  cromatografia.	  	  
	  
	  
Schema	  2.8	  
	  La	   chiusura	   chemoselettiva	   della	   ammide-­‐urea	   28	   tramite	   disidratazione	   è	   stata	  studiata	  da	  Hendrickson	  e	  ripresa	  da	   Johnston	  per	   la	  sintesi	  di	  (-­‐)-­‐1.27-­‐30	  La	  procedura	  richiede	   l’impiego	   di	   almeno	   un	   equivalente	   di	   anidride	   trifluorometansolfonica	   (o	  anidride	  triflica,	  Tf2O)	  e	  almeno	  tre	  equivalenti	  di	  trifenil	  fosfinossido	  (Ph3PO,	  PPO)	  per	  la	   formazione	   in	   situ	   del	   reagente	   di	   Hendrickson,	   un	   efficace	   agente	   disidratante	  (Schema	  2.9).	  	  	  
	  
Schema	  2.9	  	  Queste	   condizioni,	   come	   in	   precedenza	   notificato	   (paragrafo	   1.2.4),	   non	   sono	  vantaggiose	   data	   la	   difficoltà	   di	   allontanamento	   del	   trifenil	   fosfinossido.	   Comunque	  questo	  metodo,	  in	  seguito	  ad	  una	  ottimizzazione	  dei	  rapporti	  stechiometrici	  dei	  reagenti	  Tf2O	   e	   PPO,	   si	   è	   rivelato	  migliore	   di	   approcci	   alternativi	   (descritti	   di	   seguito).	   Si	   sono	  fatti	  reagire	  4	  equivalenti	  di	  PPO	  e	  4	  equivalenti	  di	  Tf2O	  in	  CH2Cl2	  a	  0°C	  per	  30	  min,	  poi	  è	  stato	  aggiunto	   il	   composto	  28	   e	   si	   è	   lasciato	   in	  agitazione	  per	  18	  h;	   la	   resa	  ottenuta	  è	  dell’	  80%	  (Schema	  2.10).	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Schema	  2.10	  
	  Mediante	   l’analisi	   HMBC	   (400	   MHz)	   è	   stato	   possibile	   escludere	   la	   formazione	  dell’isomero	  41	  (Figura	  2.3).	  Dallo	  spettro	  s’individua	  la	  costante	  3JHC	  legata	  ai	  picchi	  di	  correlazione	  del	  carbonio	  carbonilico	  dell’urea	  ed	  il	  protone	  H5	  dell’imidazolina;	  mentre	  non	   si	   osserva	   l’accoppiamento	   tra	   un	   carbonio	   carbonilico	   dell’ammide	   ed	   il	   protone	  H5.	  	  
	  
Figura	  2.3	  Specie	  non	  osservata	  	  La	   disidratazione	   con	   il	   reagente	   di	   Handrikson	   (con	   4	   equivalenti	   di	   PPO	   e	   4	  equivalenti	   di	   Tf2O)	   è	   stata	   effettuata	   anche	   sul	   substrato	  27,	   ottenendo	   una	   resa	   del	  83%	  (Schema	  2.10).	  La	  successiva	  acilazione	  dell’azoto	   imidazolinico	  di	  35,	  effettuata	  utilizzando	  CDI,	  non	  ha	  i	  portato	  risultati	  aspettati;	  è	  stato	  dunque	  necessario	  l’impiego	  di	   trifosgene.	  Da	  una	  prova	  su	  piccole	  quantità	  (poche	  decine	  di	  milligrammi	  di	  35)	   in	  cui	  sono	  stati	  utilizzati	  8	  equivalenti	  di	  trifosgene	  e	  5	  equivalenti	  di	  TEA	  in	  THF	  a	  0°C,22	  è	  stato	   possibile	   rilevare	   mediante	   spettrometria	   di	   massa	   il	   prodotto	   1;	   tuttavia	   il	  reagente	  di	  partenza	  35	  è	  risultato	  essere	  il	  composto	  maggioritario.	  	   	  	  
NH2
NH
Cl
Cl
O
iPrO OMe
27
NH
NH
Cl
Cl O
OMeiPrO
O N
NH
O
28
Y =94%
CDI (1,2 equiv), 
CH2Cl2, t.a. poi  
2piperazinone
Y = 80%
Ph3PO/Tf2O  (4 equiv)
CH2Cl2, 0°C, --> t.a. Cl
Cl
N
N
O N
NH
OMe
iPrO
O
(-)-1
Cl
Cl
41
N
N
O
N NH
O
iPrO
OMe
	   32	  
	  	  
Schema	  2.11:	  Condizioni	  di	  reazione:	  a)Ph3PO	  (4	  equiv),	  Tf2O	  (4	  equiv),	  CH2Cl2,	  0°C	  poi	  t.a.	  83%;	  b)	  p-­‐TsOH	  (4	  equiv),	  Py	  (12	  equiv)	  toluene,	  riflusso,	  17%;	  c)	  CDI	  (1,2	  equiv),	  CH2Cl2,	  t.a.,	  poi	  2-­‐piperazinone	  (1,6	  equiv);	  d)	  trifosgene	  (8	  equiv),	  TEA	  (5	  equiv),	  2-­‐piperazinone,	  THF,	  0°C.	  	   Per	  la	  ciclizzazione	  di	  27	  è	  stata	  sfruttata	  un'altra	  procedura	  che	  impiega	  acido	  para-­‐toluen	   solfonico	   e	   piridina,	   in	   toluene	   a	   riflusso,	   come	   riportato	   in	   letteratura.18	  	  Tuttavia,	  nemmeno	  aumentando	  gli	  equivalenti	  di	  p-­‐TsOH	  da	  1	  a	  4	  e	  di	  piridina	  da	  3	  a	  12	  si	   sono	  ottenute	   rese	   superiori	   al	   17%.	  La	   stessa	  procedura	  è	   stata	   applicata	   anche	  al	  substrato	  28,	  ma	  senza	  portare	  al	  prodotto	  desiderato,	  1	  (Schema	  11).	  La	   bassa	   resa	   di	   chiusura	   della	  monoammide	  27	   con	   acido	   para-­‐toluen	   solfonico	   e	  piridina,	   e	   la	   difficoltà	   di	   acilazione	   dell’azoto	   imidazolinico,	   hanno	   portato	   ad	  abbandonare	  queste	  procedure.	  	  
2.5 Sintesi	  del	  Catalizzatore-­‐HB,	  tiourea	  Cat-­‐16	  	   L’ammide-­‐tiourea	  Cat-­‐16	  è	  stata	  preparata	  in	  tre	  stadi	  senza	  incontrare	  difficoltà.	  Gli	  
starting	   materials	   utilizzati,	   disponibili	   in	   commercio	   sono:	   l’acido	   3,5-­‐trifluorometil	  benzoico	  29,	  la	  trans-­‐cicloesil	  diammina	  31,	  e	  il	  tiocianato	  32.	  Come	  primo	  stadio	  è	   stata	  preparata	   l’anidride-­‐OSu	  30,	   facendo	  reagire	  per	  3h	   l’acido	  
29	   con	   un	   equivalente	   di	   N-­‐idrossi	   succinimmide	   in	   diossano,	   in	   presenza	   di	   un	  equivalente	   di	   N,N’-­‐dicicloesilcarbodimmmide	   (DCC).37	   Dopo	   purificazione	   tramite	  cromatografia	  su	  gel	  di	  silice	  in	  gradiente	  di	  concentrazione,	  è	  stato	  ottenuto	  un	  solido	  bianco	  con	  una	  resa	  del	  91%	  (Schema	  2.12).	  	  La	  reazione	  tra	   la	  diammina	  31	  e	  un	  equivalente	  di	  tiocianato	  32	   in	  CH2Cl2	  anidro	  a	  temperatura	  ambiente	  ha	  fornito,	  dopo	  purificazione	  per	  cromatografia	   in	  gradiente	  di	  concentrazione,	  l’ammino-­‐tiourea	  33	  con	  una	  resa	  dell’	  85%.45	  	  
	   33	  
	  
Schema	  2.12	  
	  Infine,	   le	  condizioni	  di	  reazione	  usate	  nell’ultimo	  stadio	  della	  sintesi	  di	  Cat-­‐16,	  sono	  quelle	  riportate	  da	  Seidel;	  la	  resa	  ottenuta	  è	  del	  72%	  (Schema	  2.13).36b	  	  	  	  
	  
Schema	  2.13	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3. CONCLUSIONI	  	  	  	   I	   risultati	  ottenuti	  nel	   corso	  della	  preaparazione	  di	  questo	   lavoro	  di	  Tesi	   e	  descritti	  nel	   presente	   elaborato	   hanno	   consentito	   di	   sviluppare	   una	   sintesi	   enantioselettiva,	  economica	  e	  con	  un	  ridotto	  numero	  di	  stadi	  e	  di	  purificazioni	  dell’inibitore	  (-­‐)-­‐Nutlin-­‐3,	  (-­‐)-­‐1	  (Schema	  3.1).	  La	   reazione	   di	   desimmetrizzazione	   della	  meso-­‐diammina	   6a	   è	   risultata	   essere	   molto	  sensibile	   al	   substrato	   utilizzato:	   con	   l’anidride	   2-­‐isopropossi-­‐4-­‐metossi	   benzoica	  17	   è	  stata	   necessaria	   un'oculata	   ottimizzazione	   delle	   condizioni	   per	   ottenere	   eccessi	  enantiomerici	  del	  67%	  e	  rese	  del	  47%.	  	  	  	  
Schema	  3.1	  	   Questo	   tipo	   di	   approccio	   sintetico	   può	   essere	   facilmente	   adattato	   alla	   sintesi	   di	  derivati	   di	   (-­‐)-­‐1,	   come	   il	   composto	   RG7112,	   5	   in	   seguito	   ad	   un	   analogo	   studio	   di	  ottimizzazione	  delle	  condizioni	  di	  reazione	  e	  utilizzando	  i	  substrati	  adatti.	  Il	  derivato	  (-­‐)-­‐Nutlin-­‐3	  ottenuto	  in	  questo	  elaborato	  di	  Tesi	  verrà	  utilizzato	  per	  prove	  biologiche	  su	  cellule	  tumorali	  presso	  il	  Dipartimento	  di	  Morfologia,	  Chirurgia	  e	  Medicina	  Sperimentale	  dell’Università	  di	  Ferrara.	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4. PARTE	  SPERIMENTALE	  	  
	  
	  
Generale	  Le	  reazioni	  e	  le	  miscele	  di	  prodotti	  sono	  state	  controllate	  mediante	  cromatografia	  su	  strato	  sottile	  (TLC)	  su	  lastre	  di	  gel	  di	  silice	  Macherey-­‐Nagel	  poligram	  SIL/UV	  254	  da	  0.25	  mm,	  usando	  come	  sistemi	  di	  rilevazione	  una	  lampada	  UV	  a	  254	  nm	  e	  permanganato	  di	  potassio	   in	  soluzione	  acquosa	  al	  2%.	  Le	  purificazioni	  cromatografiche	  su	  colonna	  sono	  state	  eseguite	  con	  gel	  di	  silice	  Merck	  60-­‐200	  mesh.	  I	  prodotti	  sono	  stati	  anidrificati	  con	  sodio	  solfato	  anidro	  (Na2SO4)	  della	  Carlo	  Erba.	  Il	  potere	  ottico	  rotatorio	  è	  stato	  registrato	  con	  uno	  strumento	  Perkin	  Elmer	  polarimeter	  241.	  Gli	   spettri	   1H-­‐NMR,	   13C-­‐NMR,	   DEPT,	   bidimensionali	   (COSY)	   ed	   eterocorrelati	   (HMBC,	  HMQC)	  sono	  stati	  effettuati	  con	  uno	  strumento	  VARIAN	  400	  MHz	  e	  in	  soluzione	  di	  CDCl3	  se	  non	  specificato	  in	  modo	  diverso.	  Gli	  spostamenti	  chimici	  (δ)	  sono	  espressi	  in	  parti	  per	  milione	  (ppm)	  utilizzando	  come	  standard	  interno	  il	  picco	  a	  7.256	  ppm	  del	  cloroformio	  deuterato,	  mentre	   le	   costanti	  di	  accoppiamento	   (J)	   sono	  espresse	   in	  Hertz	   (Hz).	  Per	   le	  molteplicità	  valgono	  le	  seguenti	  abbreviazioni:	  s	  =	  singoletto;	  d	  =	  doppietto;	  t	  =	  tripletto;	  q	   =	   quartetto;	   p	   =	   pentupletto;	   m	   =	   multipletto;	   bs	   =	   segnale	   allargato;	   dd	   =	   doppio	  doppietto;	  dt	  =	  doppio	  tripletto;	  td=	  triplo	  doppietto.	  I	  pesi	  molecolari	  degli	  intermedi	  e	  dei	  prodotti	  finali	  sono	  stati	  determinati	  mediante	  uno	   spettrometro	   di	  massa	   electrospray	   ESI	  MICROMASS	   ZMD	   2000.	   Le	  masse	   esatte	  sono	  state	  determinate	  con	  uno	  strumento	  HPLC-­‐ESI-­‐Q-­‐TOF	  6520	  (Agilent	  Tecnologies)	  con	  sistema	  Chip	  Cube®.	  I	   prodotti	   sono	   stati	   purificati	   con	   un	   sistema	   cromatografico	   a	   media	   pressione	  Isolera	  1	  (Biotage	  Sweden).	  Gli	   spettri	  HPLC	   chirali	   sono	   stati	   ottenuti	   con	  uno	   strumento	  Agilent	   infinity	  1200	  (Agilent	  Technologies)	  e	  le	  condizioni	  sono	  riportate	  per	  i	  singoli	  cromatogrammi.	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4.1 4-­‐cloro-­‐N-­‐[2-­‐[4-­‐clorobenziliden)ammino]-­‐1,2-­‐cis-­‐bis-­‐(4-­‐clorofenil)-­‐
etil]benzammide	  (19).	  38,40	  	  
	  	   In	  un	  pallone	  da	  250	  mL,	  munito	  di	  agitatore	  magnetico	  e	  refrigerante	  a	  bolle,	  furono	  scaldati,	  fino	  al	  punto	  di	  fusione	  (46°C),	  10.6	  g	  (75.4	  mmol)	  di	  p-­‐clorobenzaldeide	  18	   in	  un	   bagno	   ad	   olio.	   Dopo	   aver	   creato	   un’atmosfera	   inerte	   attraverso	   tre	   cicli	   vuoto/Ar,	  furono	   aggiunti	   20.3	   g	   (264	   mmol,	   3.5	   equivalenti)	   di	   acetato	   d’ammonio	   in	   quattro	  aliquote	  ogni	  5	  min	  e	  la	  reazione	  fu	  scaldata	  a	  120°C.	  Dopo	  aver	  reagito	  18	  h,	  il	  residuo	  gommoso	  fu	  portato	  a	  temperatura	  ambiente	  e	  lavato	  con	  etere	  di	  petrolio.	  Il	  risultante	  grezzo	  fu	  basificato	  con	  una	  soluzione	  acquosa	  di	  NaOH	  2N	  (pH	  >	  9),	  e	  filtrato	  attraverso	  un	   filtro	   di	   Gooch.	   Il	   composto	   giallo	   solidificato	   fu	   trasferito	   in	   un	   mortaio	   pestato	  finemente,	   e	   unito	   al	   prodotto	   grezzo	   di	   reazione.	   Infine	   fu	   lavato	   con	   Et2O	   e	   filtrato	  nuovamente	   su	   un	   filtro	   di	   Gooch	   per	   ottenere	   7.8	   g	   di	   benziliden-­‐ammide	   19	   (14.4	  mmol;	  resa	  76%),	  una	  fine	  polvere	  bianca.	  	  	  Pf	  :	  208-­‐212°C.	  TLC:	  Rf	  (Acetato	  di	  etile/	  etere	  di	  petrolio,	  1:3)	  =	  0,70	  	  Massa	  esatta:	  Calc	  [M+H]+	  =	  419.0479,	  401.0374;	  Mis	  [M+H]+	  =	  419.0442,	  401.0381***	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  ***	  La	  benziliden	  ammide	  in	  massa	  chiude	  a	  dare	  la	  tricloroamaridina	  21	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  1H	  NMR	  (400	  MHz,	  Chloroform-­‐d)	  δ	  8.24	  (s,	  1H),	  7.71	  (d,	  J	  =	  8.1	  Hz,	  2H),	  7.59	  (d,	  J	  =	  8.4	  Hz,	  2H),	  7.48	  –	  7.35	  (m,	  4H),	  7.23	  (dd,	  J	  =	  8.4,	  2.9	  Hz,	  3H),	  7.14	  (t,	  J	  =	  7.7	  Hz,	  4H),	  6.58	  (s,	  1H),	  5.47	  (dd,	  J	  =	  7.7,	  4.9	  Hz,	  1H),	  4.94	  (d,	  J	  =	  4.9	  Hz,	  1H).	  13C	   NMR	   (101	  MHz,	   CDCl3)	   δ	   162.03,	   129.92,	   129.73,	   129.31,	   129.13,	   128.71,	   128.49,	  128.37,	  76.06,	  59.49.	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4.2 Meso-­‐1,2-­‐(4-­‐clorofenil)etan-­‐1,2-­‐diammina	  (6a).38,40	  
	  
	  	   In	  un	  pallone	  da	  100	  mL,	  munito	  di	  agitatore	  magnetico	  e	  refrigerante	  a	  bolle,	  furono	  inseriti	  4.8	  g	  (8.85	  mmol)	  di	  benziliden	  ammide	  2	  e	  80	  mL	  di	  una	  soluzione	  acquosa	  di	  H2SO4	  al	  50%	  (v/v).	  La	  miscela	  fu	  scaldata	  a	  170°C	  e	  fu	  lasciata	  in	  agitazione	  per	  24	  h.	  Dopo	  averla	  portata	  a	  temperatura	  ambiente,	  la	  miscela	  fu	  diluita	  con	  30	  mL	  di	  acqua,	  fu	  trasferita	  in	  un	  imbuto	  separatore	  da	  500	  mL	  e	  fu	  lavata	  due	  volte	  con	  20	  mL	  Et2O.	  La	  fase	  acquosa	  fu	  basificata	  fino	  a	  pH	  9	  aggiungendo,	  lentamente	  in	  un	  bagno	  di	  ghiaccio,	  una	  soluzione	  di	  NaOH	  2N,	  e	  fu	  estratta	  con	  30	  mL	  di	  Et2O	  in	  un	  imbuto	  separatore.	  La	  fase	   organica	   fu	   anidrificata	   su	   Na2SO4,	   filtrata	   su	   cotone	   e	   portata	   a	   secco	   con	  evaporatore	  rotante,	  per	  ottenere	  1.98	  g	  di	  mesodiammina	  6a	  (7.03	  	  mmol;	  resa	  79%),	  un	  solido	  giallino.	  	  	  Pf	  128-­‐130°C.	  TLC:	  Rf	  (Acetato	  di	  etile/	  etere	  di	  petrolio,	  1:3)	  =	  0,18	  	  Massa	  esatta:	  Calc	  [M+H]+	  =	  281.06068,	  [M-­‐NH2]+	  264.0341;	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Mis	  [M+H]+	  =	  281.06076,	  [M-­‐NH2]+	  264.03422.	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  1H	  NMR	  (400	  MHz,	  Chloroform-­‐d)	  δ	  7.37	  -­‐	  7.18	  (m,	  8H),	  3.99	  (s,	  2H),	  1.52	  (s,	  4H).	  13C	  NMR	  (101	  MHz,	  CDCl3)	  δ	  141.07,	  133.53,	  129.05,	  128.72,	  128.40,	  62.1.	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4.3 2-­‐isopropossi-­‐4-­‐metossi	  benzoato	  di	  isopropile	  (24).42	  
	  
	  	  	   In	  un	  pallone	  da	  100	  mL,	  munito	  di	  agitatore	  magnetico	  e	  refrigerante	  a	  bolle,	  furono	  sciolti	   4.0	   g	   (23.8	   mmol)	   di	   acido	   2-­‐idrossi-­‐4-­‐metossi	   benzoico	   (acido	   4-­‐metossi	  salicilico)	  23	   	   in	  15	  mL	  di	  DMF	  e	  vi	   furono	  aggiunti,	   in	  due	  porzioni,	  13.15	  g	  di	  K2CO3	  (95.15	  mmol,	  4	  equivalenti).	  Dopo	  15	  min	  furono	  aggiunti	  9	  mL	  di	  2-­‐bromopropano	  (95	  mmol,	   4	   equivalenti).	   La	   miscela	   fu	   lasciata	   in	   agitazione	   a	   riflusso	   per	   3.5	   h,	   poi	   fu	  portata	  a	  temperatura	  ambiente	  e	  il	  solvente	  fu	  allontanato	  con	  evaporatore	  rotante.	  Il	  residuo	   fu	   sciolto	   in	   AcOEt,	   filtrato	   su	   filtro	   di	   Gooch	   e	   un	   sottile	   strato	   di	   celite,	   e	   il	  surnatante	   fu	   lavato	  con	  una	  soluzione	  acquosa	  satura	  di	  bicarbonato	  di	  sodio.	  La	   fase	  organica	  fu	  anidrificata	  su	  Na2SO4,	   filtrata	  su	  cotone	  e	  portata	  a	  secco	  con	  evaporatore	  rotante,	  per	  ottenere	  5.9	  g	  di	  estere	  isopropilico	  24	  (23.38	  mmol;	  resa	  98%),	  un	  liquido	  viscoso	  giallino.	  	  1H	  NMR	  (200	  MHz,	  Chloroform-­‐d)	  δ:	  7.75-­‐7.70	  (m,	  1H),	  6.45-­‐6.39	  (m,	  2H),	  5.16	  (p,	  J=	  7.4	  Hz,	  1H),	  4.50	  (p,	  J=	  6.2	  Hz,	  1H),	  3.75	  (s,	  3H),	  1.30	  (m,	  12H).	  	  	  
4.4 Acido	  2-­‐isopropossi-­‐4-­‐metossi	  benzoico	  (25).42	  	  
	  	  In	  un	  pallone	  da	  100	  mL,	  munito	  di	  agitatore	  magnetico	  e	  refrigerante	  a	  bolle,	  furono	  inseriti	  4.17	  g	  (16.5	  mmol)	  di	  estere	  24,	  30	  mL	  di	  EtOH	  e	  33	  mL	  di	  una	  soluzione	  2N	  di	  
O
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NaOH	  (66.1	  mmol,	  4	  equivalenti).	  La	  miscela	  fu	  lasciata	  in	  agitazione	  a	  riflusso	  per	  2,5	  h,	  poi	  fu	  portata	  a	  secco,	  sciolta	  in	  H2O	  e	  acidificata	  con	  una	  soluzione	  2N	  di	  HCl	  (pH	  3).	  La	  miscela	   fu	   versata	   in	   un	   imbuto	   separatore	   ed	   estratta	   in	   AcOEt;	   la	   fase	   organica	   fu	  anidrificata	  su	  Na2SO4,	  filtrata	  su	  cotone	  e	  portata	  a	  secco	  con	  evaporatore	  rotante,	  per	  ottenere	  3.26	  g	  di	  acido	  25	  (15.5	  mmol;	  resa	  94%),	  un	  liquido	  viscoso.	  	  1H	  NMR	  (200	  MHz,	  Chloroform-­‐d)	  δ:	  10.83	  (bs,	  1H),	  8.14	  (d,	  J=	  9	  Hz,	  1H),	  6.64	  (dd,	  J=	  8.8,	  2.4	  Hz,	  1H),	  6.52	  (d,	  J=	  2.4	  Hz,	  1H),	  4.80	  (p,	  J=	  6	  Hz,	  1H),	  3.85	  (s,	  3H),	  1.48	  (d,	  J=	  6.2	  Hz,	  6H).	  IR:	  3262.83,	  2979.76,	  1726.91,	  1564.43	  cm	  -­‐1	  	  	  
4.5 Anidride	  2-­‐isopropossi-­‐4-­‐metossi	  benzoica	  (17).	  
	  
	  
	  
4.5.1 Metodo	  A43	  
	  In	  un	  mortaio	  furono	  mescolati	  con	  un	  pestello	  235	  mg	  (1,12	  mmol)	  di	  acido	  25	  e	  670	  mg	  (4.85	  mmol,	  4.34	  equivalenti)	  di	  K2CO3,	  poi	  fu	  aggiunta	  goccia	  a	  goccia	  una	  soluzione	  di	  cloruro	  di	  tosile	  (128	  mg,	  0,67	  mmol,	  0.6	  equivalenti)	  in	  AcOEt	  (4	  mL).	  L’amalgama	  fu	  pestata	  e	  mescolata	  per	  20	  min	  aggiungendo	  qualche	  goccia	  di	  AcOEt	  per	  renderla	  più	  omogenea.	   Successivamente	   furono	   aggiunti	   15	  mL	   di	   CH2Cl2,	   la	  miscela	   fu	   filtrata	   su	  filtro	  di	  Gooch	  e	   il	  surnatante	  fu	  portato	  a	  secco	  con	  evaporatore	  rotante,	  per	  ottenere	  218	  mg	  di	  anidride	  17	  (0,54	  mol;	  resa	  96%),	  un	  solido	  bianco.	  	  IR:	  2980.15,	  2843.06,	  1737.45,	  1715.92,	  1603.27,	  1566,35	  cm-­‐1	  1H	  NMR	  (200	  MHz,	  Chloroform-­‐d)	  δ:	  8.02	  (d,	  J=	  9	  Hz,	  2H),	  6.47	  (m,	  4H),	  4.58	  (p,	  J=	  6	  Hz,	  2H),	  3.85	  (s,	  6H),	  1.33-­‐1.20	  (m,	  12H).	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4.5.2 Metodo	  B	  44	  
	  In	  un	  mortaio	  furono	  aggiunti	  553	  mg	  (2,42	  mmol)	  di	  cloruro	  36	  e	  271	  mg	  (2,42	  mmol,	  1	  equivalente)	  di	  DABCO;	  la	  miscela	  fu	  mescolata	  con	  un	  pestello	  fino	  alla	  solidificazione	  del	  composto,	  poi	  furono	  aggiunti	  562	  mg	  (2,42	  mmol,	  1	  equivalente)	  del	  sale	  sodico	  di	  
25	  e	  il	  crudo	  fu	  pestato	  per	  20	  min.	  In	  seguito	  nella	  miscela	  di	  reazione	  fu	  versata	  in	  una	  miscela	  costituita	  da	  Et2O	  (30	  mL)	  e	  H2O	  (25	  mL)	  e	  fu	  trasferita	  in	  un	  imbuto	  separatore.	  La	   fase	   organica	   fu	   anidrificata	   su	   Na2SO4,	   filtrata	   su	   cotone	   e	   portata	   a	   secco	   con	  evaporatore	  rotante,	  per	  ottenere	  174	  mg	  (0,43	  mmol;	  resa	  18%)	  di	  anidride	  17.	  	  	  
4.6 Anidride	  benzoica	  (34).44	  
	  	  
	  	  In	   una	   beuta	   da	   150	  mL	   furono	   sciolti	   4,35	   g	   di	   acido	   benzoico	   in	   10	  mL	   di	  MeOH	   e	  furono	  aggiunti	  13	  mL	  di	  una	  soluzione	  metanolica	  di	  KOH	  0,36M.	  La	  miscela	  fu	  agitata	  a	  temperatura	  ambiente	  fino	  alla	  precipitazione	  del	  sale,	  poi	  il	  solido	  fu	  filtrato	  su	  filtro	  di	  Gooch	  per	  ottenere	  5,17	  g	  di	  benzoato	  di	  potassio.	  	  In	  un	  mortaio	  furono	  aggiunti	  501	  µL	  (4,31	  mmol)	  di	  cloruro	  di	  benzoile	  e	  483	  mg	  (4,31	  mol,	   1	   equivalente)	   di	   DABCO;	   la	   miscela	   fu	   mescolata	   con	   un	   pestello	   fino	   alla	  solidificazione	   del	   composto,	   poi	   furono	   aggiunti	   690	  mg	   (4,31	  mol,	   1	   equivalente)	   di	  benzoato	  di	  potassio	  e	  il	  crudo	  fu	  pestato	  per	  20	  min.	  In	  seguito	  nella	  miscela	  di	  reazione	  fu	  versata	  in	  una	  miscela	  costituita	  da	  Et2O	  (30	  mL)	  e	  H2O	  (25	  mL)	  e	  fu	  trasferita	  in	  un	  imbuto	  separatore.	  La	  fase	  organica	  fu	  anidrificata	  su	  Na2SO4,	  filtrata	  su	  cotone	  e	  portata	  a	  secco	  con	  evaporatore	  rotante,	  per	  ottenere	  332	  mg	  (1,47	  mol)	  di	  anidride	  benzoica	  
34.	  (resa	  34	  %)	  I	  dati	  di	  caratterizzazione	  sono	  coerenti	  con	  quelli	  di	  letteratura.	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4.7 N-­‐((1R,2S)-­‐2ammino-­‐1,2-­‐bis(4-­‐clorofenil)etil)-­‐2-­‐isopropossi-­‐4-­‐
metossi	  benzammide,	  (-­‐)-­‐(27).42	  
	  
	  	  In	  un	  pallone	  da	  250	  mL	  a	  due	  colli,	  precedentemente	  anidrificato,	  munito	  di	  agitatore	  magnetico	  e	  setto	  di	  gomma	  furono	  aggiunti,	  in	  atmosfera	  di	  Ar,	  200	  mg	  di	  MS4Å	  e	  una	  soluzione	  di	   anidride	  17	   (300	  mg,	  0,745	  mmol)	   in	   toluene	  distillato	  di	   fresco	   (10	  mL,	  0,01	  M).	  In	  seguito	  furono	  aggiunti	  137	  mg	  (1,12	  mmol,	  1,5	  equivalenti)	  di	  DMAP,	  sciolti	  in	  5	  mL	  di	   toluene	  anidro.	  La	  miscela	   fu	   lasciata	   in	  agitazione	  a	  temperatura	  ambiente	  per	  18	  h,	  poi	  fu	  portata	  a	  -­‐78°C.	  In	  una	  beuta	  da	  50	  mL	  furono	  sciolti	  600	  mg	  (0,96	  mmol,	  1,3	  equivalenti)	  di	  catalizzatore	  (1R,2R)-­‐Cat-­‐16	   in	  20	  mL	  di	  toluene	  anidro	  e	  10	  mL	  di	  acetato	   di	   etile,	   e	   furono	   aggiunti	   nel	   pallone	  di	   reazione,	  mediante	   una	   siringa.	  Dopo	  aver	   lasciato	   la	   miscela	   in	   agitazione	   per	   30	   min,	   furono	   aggiunti,	   tramite	   imbuto	  gocciolatore	  per	  1	  h,	  210	  mg	  (0,746	  mmol,	  1	  equivalente)	  di	  mesodiammina	  6a,	  sciolta	  in	   40	   mL	   di	   toluene	   anidro.	   Dopo	   1	   h	   furono	   aggiunti	   114	   µL	   (0,728	   mmol,	   1,1	  equivalenti)	  di	  TEA	  	  distillata	  di	  fresco.	  La	  reazione	  fu	  fermata	  dopo	  18	  h	  con	  10	  mL	  di	  una	  soluzione	  di	  ammoniaca	  metanolica	  e	  lavata	  con	  una	  miscela	  1:1	  di	  acqua	  e	  brine.	  La	  fase	   organica	   fu	   anidrificata	   su	   Na2SO4,	   filtrata	   su	   cotone	   e	   portata	   a	   secco	   con	  evaporatore	   rotante,	   per	   ottenere	   un	   solido	   giallo	   gommoso.	   Il	   grezzo	   di	   reazione	   fu	  purificato	   attraverso	   cromatografia	   in	   gradiente	   di	   concentrazione	   (15-­‐100%	   etere	   di	  petrolio/AcOEt)	   su	   gel	   di	   silice,	   per	   ottenere	   166	  mg	   (0,35	  mmol;	   resa	   47%,	   eccesso	  enantiomerico	  67%)	  di	  ammide	  27,	  un	  solido	  bianco.	  Pf	  =	  181-­‐185°C	  	  TLC:	  Acetato	  di	  etile/	  etere	  di	  petrolio	  (7	  :	  3)	  Rf	  =	  0,43	  TLC:	  MeOH/	  CH2Cl2	  	  (0.5	  :	  9.5)	  	  	  Rf	  =	  0,67	  
Cl
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HPLC	   (Chiralpack-­‐ID	   250mm	   x	   4.6	   mm,	   5µm.	   	   MP:	   iPrOH/n-­‐esaano:	   1:1.	   flusso	   =	  	  	  1mL/min.	  Loop:	  5µL.	  UV:	  254	  nm):	  tR	  [	  (-­‐)-­‐(1S,2R)-­‐1]	  =	  23.02	  (16.4%),	  tR	  [(+)-­‐(1R,2S)-­‐1]	  =	  38	  .7	  (83.6%)	  (ee%	  =	  67%)	  	  Nelle	  stesse	  condizioni,	  impiegando	  il	  catalizzatore	  (1S,2S)-­‐Cat-­‐16:	  HPLC	   (Chiralpack-­‐ID	   250mm	   x	   4.6	   mm,	   5µm.	   	   MP:	   iPrOH/n-­‐esaano:	   1:1.	   flusso	   =	  	  	  1mL/min.	  Loop:	  5µL.	  UV:	  254	  nm):	  tR	  [	  (-­‐)-­‐(1S,2R)-­‐1]	  =	  22.94	  (16.4%),	  tR	  [(+)-­‐(1R,2S)-­‐1]	  =	  39.77	  (83.6%)	  (ee%	  =	  59%)	  	  Massa	  esatta:	  Calc	  [M+H]+	  	  =	  473,13930;	  Mis	  [M+H]+	  =	  473,13932	  	  
	  	  
	  	  1H	  NMR	  (400	  MHz,	  Chloroform-­‐d)	  δ	  8.84	  (d,	  J	  =	  7.8	  Hz,	  1H),	  8.11	  (d,	  J	  =	  8.8	  Hz,	  1H),	  7.29	  –	  7.16	  (m,	  5H),	  7.01	  (dd,	  J	  =	  8.5,	  3.0	  Hz,	  4H),	  6.55	  (dd,	  J	  =	  8.8,	  2.3	  Hz,	  1H),	  6.48	  (d,	  J	  =	  2.3	  Hz,	  1H),	  5.47	  (dd,	  J	  =	  7.9,	  4.6	  Hz,	  1H),	  4.74	  (p,	  J	  =	  6.1	  Hz,	  1H),	  4.43	  (d,	  J	  =	  4.6	  Hz,	  1H),	  3.83	  (d,	  J	  =	  0.7	  Hz,	  3H),	  1.41	  (t,	  J	  =	  5.8	  Hz,	  6H).	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13C	  NMR	  (101	  MHz,	  CDCl3)	  δ	  165.08,	  163.51,	  157.37,	  140.00,	  136.84,	  134.31,	  133.42,	  129.26,	  128.56,	  128.41,	  114.95,	  105.30,	  100.51,	  71.67,	  59.25,	  58.63,	  55.66,	  22.33,	  22.18.	  	  1H	  NMR	  (400	  MHz,	  Methanol-­‐d4)	  δ	  7.92	  (d,	  J	  =	  9.4	  Hz,	  1H),	  7.42	  (t,	  J	  =	  8.3	  Hz,	  4H),	  7.29	  (d,	  
J	  =	  8.5	  Hz,	  2H),	  7.22	  (d,	  J	  =	  8.5	  Hz,	  2H),	  6.63	  (dd,	  J	  =	  4.7,	  2.4	  Hz,	  2H),	  5.83	  (d,	  J	  =	  5.5	  Hz,	  1H),	  4.80	  (dd,	  J	  =	  8.7,	  5.8	  Hz,	  2H),	  3.84	  (s,	  4H),	  1.29	  (d,	  J	  =	  6.1	  Hz,	  4H),	  1.19	  (d,	  J	  =	  6.1	  Hz,	  4H).	  13C	  NMR	  (101	  MHz,	  CD3OD)	  δ	  165.72,	  137.51,	  136.27,	  135.55,	  134.55,	  130.70,	  130.19,	  130.14,	  107.16,	  101.39,	  73.17,	  59.89,	  57.02,	  56.13,	  22.23,	  22.17.	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4.8 N-­‐((1R,2S)-­‐2-­‐ammino-­‐1,2-­‐bis(4-­‐clorofenil)etil)benzammide,	  (-­‐)-­‐(37).42	  
	  
	  
	  In	  un	  pallone	  da	  250	  mL	  a	  due	  colli,	  precedentemente	  anidrificato,	  munito	  di	  agitatore	  magnetico	  e	  setto	  di	  gomma	  furono	  inseriti,	   in	  atmosfera	  di	  Ar,	  100	  mg	  di	  MS4Å	  e	  una	  soluzione	  di	  anidride	  benzoica	  34	  (80,5	  mg,	  0,35	  mmol)	  in	  toluene	  distillato	  di	  fresco	  (8	  mL).	  In	  seguito	  furono	  aggiunti	  4,35	  mg	  (0,035	  mmol,	  0,1	  equivalenti)	  di	  DMAP,	  sciolti	  in	  4	  mL	  di	  toluene	  anidro.	  Furono	  aggiunti	  10	  mL	  di	  toluene,	  poi	   la	  miscela	  fu	  portata	  a	  -­‐78°C	   e	   lasciata	   in	   agitazione	   per	   20	  min.	   Alla	  miscela	   furono	   aggiunti	   22,2	  mg	   (0,035	  mmol,	   0,1	   equivalenti)	   di	   ammide-­‐tiourea	   (1R,2R)-­‐Cat-­‐16,	   5	  mL	  di	   toluene	   anidro	   e	  2	  mL	  di	  acetato.	  Dopo	  aver	   lasciato	   la	  miscela	   in	  agitazione	  per	  15	  min,	   furono	  aggiunti,	  100	  mg	   (0,35	  mmol,	   1	   equivalente)	   di	   mesodiammina	   6a,	   sciolta	   in	   8	   mL	   di	   toluene	  anidro.	  Dopo	  1	  h	  furono	  aggiunti	  55	  µL	  (0,39	  mmol,	  1,1	  equivalenti)	  di	  TEA	  	  distillata	  di	  fresco.	   La	   reazione	   fu	   fermata	   dopo	   2	   h	   con	   5	   mL	   di	   una	   soluzione	   di	   ammoniaca	  metanolica	  e	  lavata	  con	  una	  miscela	  1:1	  di	  acqua	  e	  brine.	  La	  fase	  organica	  fu	  anidrificata	  su	  Na2SO4,	  filtrata	  su	  cotone	  e	  portata	  a	  secco	  con	  evaporatore	  rotante,	  per	  ottenere	  un	  solido	   giallo	   gommoso.	   Il	   grezzo	   di	   reazione	   fu	   purificato	   attraverso	   cromatografia	   in	  gradiente	   di	   concentrazione	   (25-­‐100%	   etere	   di	   petrolio/AcOEt)	   su	   gel	   di	   silice,	   per	  ottenere	  107	  mg	  (0,28	  mmol;	  resa	  79%;	  eccesso	  enantiomerico	  43%	  )	  di	  ammide	  37,	  un	  solido	  bianco.	  	  Pf	  =	  168-­‐172°C	  TLC:	  (Acetato	  di	  etile	  /	  etere	  di	  petrolio,	  1:1)	  Rf	  =	  0,33	  TLC:	  (Acetato	  di	  etile	  100%)	  Rf	  =	  0,43	  HPLC-­‐FSC	   (Chiralpack-­‐ID	   250mm	   x	   4.6	  mm,	   5µm.	   	   MP:	   iPrOH/n-­‐esaano:	   1:1.	   flusso	   =	  	  	  1mL/min.	   Loop:	   5µL.	   UV:	   254	   nm)	   :	   tR[	   (-­‐)-­‐(1R,2S)-­‐37]	   =	   6.8	   min	   (71.83%),	   tR[	   (+)-­‐(1S,2R)-­‐37]	  =	  9.5	  (28.17%)	  (ee%	  =	  43%).	  [α]d	  =	  -­‐	  2,05	  (0,146	  c,	  MeOH)	  	  
Cl
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(ESI+,	  m/z)	  	  [M+H]+	  385.218	  (35Cl,	  35Cl),	  	  387.199	  (35Cl,	  37Cl)	  1H	  NMR	  (400	  MHz,	  Methanol-­‐d4)	  δ	  7.57-­‐7.25	  (m,	  13H),	  5.29	  (d,	  J	  =	  9.2	  Hz,	  1H),	  4.31	  (d,	  J	  =	  9.2	  Hz,	  1H).	  13C	  NMR	  (101	  MHz,	  CD3OD)	  δ	  169.52,	  142.01,	  139.78,	  135.67,	  134.79,	  134.51,	  132.63,	  130.79,	  130.26,	  129.84,	  129.54,	  129.45,	  128.18,	  60.47,	  60.04.	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4.9 N-­‐((1R,2S)-­‐1,2-­‐Bis(4-­‐clorofenil)-­‐2-­‐(2-­‐isopropossi-­‐4-­‐
metossibenzamido)	   etil)-­‐3-­‐ossopiperazinone-­‐1-­‐carbossiammide,	   (-­‐)-­‐
(28).	  27	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In	  un	  pallone	  da	  100	  mL	  a	  due	  colli,	  precedentemente	  anidrificato,	  munito	  di	  agitatore	  magnetico	  e	  setto	  di	  gomma,	   in	  atmosfera	  di	  Ar,	   furono	  sciolti	  293	  mg	  (0,62	  mmol)	  di	  ammina	  27	   in	   25	  mL	   di	   CH2Cl2	   anidro	   e	   vi	   furono	   aggiunti	   120	  mg	   (0,744	  mmol,	   1,2	  equivalenti)	  di	  CDI.	  La	  miscela	  fu	  lasciata	  in	  agitazione	  a	  temperatura	  ambiente	  per	  5	  h	  e	  poi	  vi	  furono	  aggiunti	  99,15	  mg	  (0.99	  mmol,	  1,6	  equivalenti)	  di	  2-­‐piperazinone.	  Dopo	  18	  h,	   la	  miscela	   fu	  diluita	  con	  30	  mL	  di	  CH2Cl2	  anidro	  e	   fu	   lavata	   in	  un	  imbuto	  separatore	  	  tre	  volte	  con	  acqua	   (60	  mL)	  e	  una	  volta	  con	  una	  soluzione	  satura	  di	  NaCl	   (40	  mL).	  La	  fase	   organica	   fu	   anidrificata	   su	   Na2SO4,	   filtrata	   su	   cotone	   e	   portata	   a	   secco	   con	  evaporatore	  rotante,	  per	  ottenere	  350	  mg	  (0,58	  mmol;	  resa	  94%)	  di	  urea	  28,	  un	  solido	  bianco.	  	  Pf	  =	  210-­‐2013	  °C	  TLC	  MeOH/	  CH2Cl2	  	  (0.5	  :	  9.5)	  	  Rf	  =	  0,40	  	  [α]d	  =	  	  +	  29,67	  (0,1	  c,	  CHCl3)	  	  Massa	  esatta:	  Calc	  [M+H]+	  =	  599.182252;	  Mis	  [M+H]+	  =	  599.18294	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  1H	  NMR	  (400	  MHz,	  Chloroform-­‐d)	  δ	  8.38	  (d,	  J	  =	  7.7	  Hz,	  1H),	  8.26	  (d,	  J	  =	  8.8	  Hz,	  1H),	  8.02	  (s,	  1H),	  7.82	  (s,	  1H),	  7.28	  (d,	  J	  =	  8.2	  Hz,	  2H),	  7.17	  (d,	  J	  =	  8.2	  Hz,	  2H),	  6.95	  (d,	  J	  =	  8.2	  Hz,	  2H),	  6.89	  (d,	  J	  =	  8.1	  Hz,	  2H),	  6.62	  (dd,	  J	  =	  8.9,	  2.2	  Hz,	  1H),	  6.45	  (d,	  J	  =	  2.1	  Hz,	  1H),	  5.77	  (d,	  J	  =	  7.6	  Hz,	  1H),	  5.09	  (s,	  1H),	  4.65	  (p,	  J	  =	  6.1	  Hz,	  1H),	  4.15	  (s,	  2H),	  3.85	  (s,	  3H),	  3.72	  (d,	  J	  =	  13.0	  Hz,	  1H),	  3.60	  (d,	  J	  =	  12.6	  Hz,	  1H),	  3.41	  (s,	  2H),	  1.20	  (d,	  J	  =	  6.0	  Hz,	  3H),	  1.14	  (d,	  J	  =	  6.0	  Hz,	  3H).	  13C	   NMR	   (101	  MHz,	   CDCl3)	   δ	   167.48,	   164.17,	   157.44,	   156.09,	   136.56,	   134.64,	   134.08,	  133.51,	   129.60,	   128.83,	   128.58,	   128.22,	   113.56,	   105.55,	   100.50,	   71.64,	   62.11,	   57.94,	  55.77,	  47.61,	  41.40,	  40.12,	  22.12,	  21.73.	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4.10 (-­‐)-­‐Nutli-­‐3,	  	  4-­‐[[(4S,5R)-­‐4,5-­‐bis(4-­‐clorofenil)-­‐4,5-­‐diidro-­‐2-­‐[2-­‐
isopropossi-­‐4-­‐metossi)fenil]-­‐1H-­‐imidazolil]-­‐2-­‐piperazinone,	  (-­‐)-­‐1.	  
	  
	  
	  
	  
4.10.1 Metodo	  A27-­‐30	  
	  In	  un	  pallone	  da	  100	  mL	  a	  due	  colli,	  precedentemente	  anidrificato,	  munito	  di	  agitatore	  magnetico	  e	  setto	  di	  gomma,	  furono	  sciolti,	   in	  atmosfera	  di	  Ar,	  328	  mg	  (1,175	  mmol,	  4	  equivalenti)	   di	   trifenil	   fosfinossido	   in	   25	   mL	   di	   CH2Cl2	   anidro	   a	   0°C,	   in	   un	   bagno	   di	  ghiaccio.	  Dopo	  10	  min	   furono	  aggiunti	  198	  µL	  (1,175	  mmol,	  4	  equivalenti)	  di	  anidride	  triflica	  e	  la	  reazione	  fu	  lasciata	  in	  agitazione	  per	  30	  min,	  in	  seguito	  fu	  aggiunta,	  a	  0°C	  una	  soluzione	   di	   ammide-­‐urea	   28,	   (176	   mg;	   0,294	   mmol)	   in	   CH2Cl2	   anidro	   (15	   mL).	   La	  miscela	  fu	  lasciata	  in	  agitazione	  per	  18	  h	  da	  0°C	  fino	  a	  temperatura	  ambiente	  e,	  quando	  per	   TLC	   fu	   rilevata	   la	   scomparsa	   del	   reagente	   di	   partenza	  28,	   la	   reazione	   fu	   fermata	  aggiungendo	   lentamente	   una	   soluzione	   satura	   di	  NaHCO3	   (30	  mL).	   Le	   due	   fasi	   furono	  trasferite	  in	  un	  imbuto	  separatore	  e	  la	  fase	  organica	  fu	  anidrificata	  su	  Na2SO4,	  filtrata	  su	  cotone	   e	   portata	   a	   secco	   con	   evaporatore	   rotante.	   Il	   grezzo	   di	   reazione	   fu	   purificato	  attraverso	  cromatografia	  in	  gradiente	  di	  concentrazione	  (0-­‐4%	  MeOH/CH2Cl2)	  su	  gel	  di	  silice,	  per	  ottenere	  136	  mg	  (0,234	  mmol;	  resa	  80%)	  di	  (-­‐)-­‐1,	  un	  solido	  bianco.	  	  
4.10.2 Metodo	  B	  22	  
	  In	  un	  pallone	  da	  100	  mL,	  munito	  di	  agitatore	  magnetico,	  furono	  aggiunti	  a	  0°C	  31,5	  µL	  (0,23	   mmol,	   5,3	   equivalenti)	   di	   TEA	   distillata	   di	   fresco	   e	   108	   mg	   (0,36	   mmol,	   8	  equivalenti)	  di	  trifosgene	  ad	  una	  soluzione	  composta	  da	  20	  mg	  (0,043	  mol)	  di	  35	  in	  THF	  
Cl
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(2	  mL).	  La	  miscela	   fu	   lasciata	   in	  agitazione	  per	  2,5	  h	  e	   fu	  portata	  a	  secco.	   Il	   residuo	   fu	  ridisciolto	   in	   0,7	   mL	   di	   CH2Cl2	   e	   vi	   fu	   aggiunta	   goccia	   a	   goccia	   a	   0°C	   una	   soluzione	  composta	  da	  68	  mg	  (0,67	  mmol,	  1,6	  equivalenti)	  di	  2-­‐piperazinone	  in	  CH2Cl2.	  La	  miscela	  fu	   lasciata	   in	   agitazione	   a	   0°C	   per	   h	   e	   poi	   la	   reazione	   fu	   fermata	   con	   8	   mL	   di	   una	  soluzione	  satura	  di	  NaHCO3	  e	  trasferita	  in	  un	  imbuto	  separatore.	  La	  miscela	  fu	  lavata	  con	  una	   soluzione	   acquosa	   satura	   di	   NaCl	   (3	   x	   10mL);	   la	   fase	   organica	   fu	   anidrificata	   su	  Na2SO4,	  filtrata	  su	  cotone	  e	  portata	  a	  secco	  con	  evaporatore	  rotante.	  	  Pf	  =	  143-­‐147°C	  	  TLC	  MeOH/CH2Cl2	  	  (0.5	  :	  9.5)	  	  Rf	  =	  0,23	  	  [α]d	  =	  -­‐	  53,67	  (0,1	  c,	  CHCl3)	  	  Massa	  esatta:	  Calc	  [M+H]+	  =	  581.1717	  ;	  Mis	  	  [M+H]+	  =	  581.1729	  	  
	  
	  	  1H	  NMR	  (400	  MHz,	  Chloroform-­‐d)	  δ	  7.70	  –	  7.56	  (m,	  2H),	  7.08	  (d,	  J	  =	  8.2	  Hz,	  2H),	  7.03	  (d,	  J	  =	  8.5	  Hz,	  2H),	  6.93	  (d,	  J	  =	  8.4	  Hz,	  2H),	  6.87	  (d,	  J	  =	  8.1	  Hz,	  2H),	  6.62	  (s,	  1H),	  6.55	  (dd,	  J	  =	  8.6,	  2.1	  Hz,	  1H),	  6.47	  (d,	  J	  =	  2.1	  Hz,	  1H),	  5.66	  –	  5.56	  (bs,	  1H),	  4.61	  (p,	  J	  =	  6.0	  Hz,	  1H),	  3.84	  (s,	  3H),	  3.77	  (d,	  J	  =	  18.2	  Hz,	  1H),	  3.63	  (d,	  J	  =	  18.3	  Hz,	  1H),	  3.40	  –	  3.37	  (m,	  1H),	  3.27	  –	  3.15	  (m,	  1H),	  3.00	  (s,	  2H),	  1.38	  (d,	  J	  =	  6.0	  Hz,	  3H),	  1.33	  (d,	  J	  =	  6.0	  Hz,	  3H).	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13C	   NMR	   (101	  MHz,	   CDCl3)	   δ	   166.76,	   163.63,	   161.07,	   157.30,	   154.33,	   135.46,	   134.58,	  133.55,	   133.24,	   132.63,	   129.31,	   128.63,	   128.29,	   128.18,	   104.92,	   100.30,	   71.29,	   69.41,	  55.74,	  49.51,	  42.09,	  40.53,	  22.19.	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4.11 (4S,5R)-­‐4,5-­‐bis(4-­‐clorofenil)2-­‐(2-­‐isopropossi-­‐4-­‐metossifeil)-­‐4,5-­‐
diidro-­‐1H-­‐imidazolo,	  (35).	  30	  	  
	  
	   	  
4.11.1 Metodo	  A30	  
	  In	  un	  pallone	  da	  100	  mL	  a	  due	  colli,	  precedentemente	  anidrificato,	  munito	  di	  agitatore	  magnetico	  e	  setto	  di	  gomma,	  furono	  sciolti,	   in	  atmosfera	  di	  Ar,	  240	  mg	  (0,862	  mmol,	  4	  equivalenti)	   di	   trifenil	   fosfinossido	   in	   25	   mL	   di	   CH2Cl2	   anidro	   a	   0°C,	   in	   un	   bagno	   di	  ghiaccio.	  Dopo	  10	  min	   furono	  aggiunti	  145	  µL	  (0,862	  mmol,	  4	  equivalenti)	  di	  anidride	  triflica	  e	  la	  reazione	  fu	  lasciata	  in	  agitazione	  per	  30	  min,	  in	  seguito	  fu	  aggiunta,	  a	  0°C	  una	  soluzione	  di	  ammide	  27,	  (102	  mg;	  0,216	  mmol)	  in	  CH2Cl2	  anidro	  (15	  mL).	  La	  miscela	  fu	  lasciata	  in	  agitazione	  per	  18	  h	  da	  0°C	  fino	  a	  temperatura	  ambiente	  e,	  quando	  per	  TLC	  fu	  rilevata	   la	  scomparsa	  del	  reagente	  di	  partenza	  28,	   la	  reazione	   fu	   fermata	  aggiungendo	  lentamente	  una	  soluzione	  satura	  di	  NaHCO3	  (30	  mL).	  Le	  due	  fasi	  furono	  trasferite	  in	  un	  imbuto	   separatore	   e	   la	   fase	   organica	   fu	   anidrificata	   su	   Na2SO4,	   filtrata	   su	   cotone	   e	  portata	   a	   secco	   con	   evaporatore	   rotante.	   Il	   grezzo	  di	   reazione	   fu	   purificato	   attraverso	  cromatografia	  in	  gradiente	  di	  concentrazione	  (1-­‐10%	  MeOH/CH2Cl2)	  su	  gel	  di	  silice,	  per	  ottenere	  81	  mg	  (0,178	  mmol;	  resa	  83%)	  di	  35,	  un	  solido	  bianco.	  	  
4.11.2 Metodo	  B	  18	  
	  In	  un	  pallone	  da	  100	  mL,	  munito	  di	   agitatore	  magnetico	  e	   refrigerante	  a	  bolle,	   furono	  inseriti	  300	  mg	  (0,63	  mmol)	  di	  ammino-­‐ammide	  27,	  483	  mg	  di	  p-­‐TSA•H2O	  (2,54	  mmol,	  4	   equivalenti),	   610	   µL	   di	   piridina	   (7,61	  mmol,	   12	   equivalenti)	   e	   toluene	   (30	  mL).	   La	  miscela	   fu	   lasciata	   in	   agitazione	   a	   riflusso	   per	   48	   h,	   poi	   fu	   portata	   a	   temperatura	  ambiente,	  e	  la	  sospensione	  fu	  filtrata	  su	  filtro	  di	  Gooch	  e	  il	  solido	  fu	  lavato	  con	  MTBE	  (3	  x	  
Cl
Cl
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15	  mL)	  e	   con	  10	  mL	  di	  CH2Cl2.	   Il	   surnatante	   fu	  portato	  a	   secco,	   ridisciolto	   in	  CH2Cl2	  e	  trasferito	   in	   un	   imbuto	   separatore.	   La	   miscela	   fu	   lavata	   con	   una	   soluzione	   acquosa	  satura	   di	   NaHCO3	   poi	   la	   fase	   organica	   fu	   anidrificata	   su	   Na2SO4,	   filtrata	   su	   cotone	   e	  portata	   a	   secco	   con	   evaporatore	   rotante.	   Il	   grezzo	  di	   reazione	   fu	   purificato	   attraverso	  cromatografia	  in	  gradiente	  di	  concentrazione	  (1-­‐10%	  MeOH/CH2Cl2)	  su	  gel	  di	  silice,	  per	  ottenere	  50	  mg	  (0,11	  mmol;	  resa	  17%)	  di	  imidazolina	  35.	  	  TLC:	  (MeOH/	  CH2Cl2,	  0.5	  :	  9.5)	  Rf	  =	  0,20	  Massa	  esatta:	  Calc	  [M+H]+	  =	  455.12876	  ;	  Mis	  	  [M+H]+	  =	  455.12798	  	  
	  	  1H	  NMR	  (400	  MHz,	  Chloroform-­‐d)	  δ	  8.84	  (d,	  J	  =	  7.8	  Hz,	  1H),	  8.11	  (d,	  J	  =	  8.8	  Hz,	  1H),	  7.22	  (dd,	  J	  =	  10.3,	  8.3	  Hz,	  4H),	  7.01	  (dd,	  J	  =	  8.5,	  3.0	  Hz,	  4H),	  6.55	  (dd,	  J	  =	  8.8,	  2.3	  Hz,	  1H),	  6.48	  (d,	  J	  =	  2.3	  Hz,	  1H),	  5.47	  (dd,	  J	  =	  7.9,	  4.6	  Hz,	  1H),	  4.74	  (p,	  J	  =	  6.1	  Hz,	  1H),	  4.43	  (d,	  J	  =	  4.6	  Hz,	  1H),	  3.83	  (d,	  J	  =	  0.7	  Hz,	  3H),	  1.41	  (t,	  J	  =	  5.8	  Hz,	  6H).	  13C	   NMR	   (101	  MHz,	   CDCl3)	   δ	   165.08,	   163.51,	   157.37,	   136.84,	   134.31,	   133.42,	   129.26,	  128.56,	  128.41,	  105.30,	  100.51,	  71.67,	  59.25,	  58.63,	  55.66,	  22.33,	  22.18.	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Sintesi	  catalizzatore-­‐HB	  cat-­‐16	  	  
4.12 2,5-­‐diossopirrrolidin	  3,5-­‐bis(trifluorometil)benzoato,	  (30).37	  	  
	  	  In	  un	  pallone	  da	  250	  mL	  a	  due	  colli,	  precedentemente	  anidrificato,	  munito	  di	  agitatore	  magnetico	  e	   setto	  di	  gomma,	   furono	  aggiunti	   a	   temperatura	  ambiente,	   in	  atmosfera	  di	  Ar,	  1,15	  g	  di	  N-­‐idrossi	  succinammide	  (10,0	  mmol,	  1	  equivalente),	   	  2,6	  g	  (10,0	  mmol)	  di	  acido	   3,5-­‐trifluorometil	   benzoico	  29	   e	   33	  mL	   di	   1,4-­‐diossano	   anidro	   (0,3M).	   A	   questa	  soluzione	   furono	   aggiunti	   2,17	   g	   (10,5	   mol,	   1.05	   equivalenti)	   di	   N,N’-­‐
F3C
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diciloesilcarbodiimmide.	   Dopo	   3	   h	   il	   precipitato	   fu	   filtrato	   su	   filtro	   di	   Gooch	   e	   dopo	  averlo	  lasciato	  in	  agitazione	  per	  15	  min	  con	  altri	  33	  mL	  di	  1,4-­‐diossano	  anidro	  fu	  filtrato	  nuovamente.	  Il	  surnatante	  fu	  riunito	  portato	  a	  secco,	   il	  grezzo	  di	  reazione	  fu	  purificato	  attraverso	  cromatografia	  in	  gradiente	  di	  concentrazione	  (20-­‐60%	  Acetato	  di	  etile/Etere	  di	  petrolio)	  su	  gel	  di	  silice,	  per	  ottenere	  3,2	  g	  (9,13	  mmol;	  resa	  91%	  )	  di	  anidride-­‐OSu	  
30,	  un	  solido	  bianco.	  	  TLC	  Etere	  petrolio/	  AcOEt	  	  (7	  :	  3)	  	  Rf	  =	  0,60	  1H	  NMR	  (400	  MHz,	  Chloroform-­‐d)	  δ	  8.58	  (d,	  J	  =	  1.7	  Hz,	  2H),	  8.19	  (td,	  J	  =	  1.6,	  0.8	  Hz,	  1H),	  2.95	  (m,	  4H).	  13C	  NMR	   (101	  MHz,	   CDCl3)	   δ:	   168.73,	   159.79,	   132.82,	   130.73,	   128.42,	   128.38,	   127.61,	  123.96,	  121.24,	  25.79.	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4.13 1-­‐((1S,2S)-­‐2-­‐aminocicloesil)-­‐3-­‐(3,5.bis(trifluorometil)fenil)tiourea	  
(33).46	  
	  
	  	  In	   un	   pallone	   da	   100	  mL,	  munito	   di	   agitatore	  magnetico,	   fu	   inserita	   una	   soluzione	   di	  cicloesil	   diammina	   (1	   g;	   8,75	   mmol;	   1.2	   equivalente)	   in	   CH2Cl2	   anidro	   (20	   mL)	   e	   vi	  furono	   aggiunti	   1,33	   mL	   (7,30	  mmol;	   1	   equivalente)	   di	   isocianato	   32.	   	   La	   miscela	   di	  reazione	   fu	   lasciata	   a	   temperatura	   ambiente	   in	   agitazione	   per	   10	   h.	   	   In	   seguito,	   il	  solvente	   fu	   allontanato	   con	   evaporatore	   rotante	   e	   il	   grezzo	   di	   reazione	   fu	   purificato	  tramite	   cromatografia	   su	   gel	   di	   silice	   in	   gradiente	   di	   concentrazione	   (5-­‐15%	  MeOH/AcOEt),	  	  a	  dare	  2,86	  g	  (7,	  42	  mmol;	  resa	  85%)	  	  
N
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TLC:	  Rf	  (AcOEt/MeOH/NH4OH,	  100:5:1)	  =	  0,31	  [α]d	  =	  -­‐58,6	  (0,5	  c,	  CHCl3)	  1H	  NMR	  (400	  MHz,	  Chloroform-­‐d)	  δ:	  8.03	  (bs,	  2H),	  7.57	  (s,	  3H),	  6.40	  (bs,	  1H),	  3.38	  (bs,	  1H),	  2.72	  (bs,	  2H),	  1.95	  (m,	  2H),	  1.75	  (m,	  2H),	  1.26	  (m,	  4H).	  13C	   NMR	   (101	   MHz,	   CDCl3)	   δ:	   183.12,	   171.26,	   131.52,	   122.73,	   117.56,	   63.07,	   56.58,	  34.71,	  32.10,	  24.49.	  	  	  
4.14 Catalizzatore–HB	  (Cat-­‐16).	  36b	  	  
	  
	  
	  In	  un	  pallone	  da	  100	  mL	  a	  due	  colli,	  precedentemente	  anidrificato,	  munito	  di	  agitatore	  magnetico	  e	   setto	  di	  gomma,	   furono	  aggiunti	   a	   temperatura	  ambiente,	   in	  atmosfera	  di	  Ar,	  572	  mg	  (1,61	  mmol,	  1	  equivalente)	  di	  anidride	  Osu	  30	  ad	  una	  soluzione	  composta	  da	  620	  mg	  (1,61	  mmol)	  di	  ammino-­‐tiourea	  33	  in	  mL	  di	  THF	  distillato	  di	  fresco	  (0,1	  M).	  La	  miscela	  fu	  lasciata	  in	  agitazione	  per	  24	  h,	  poi	  furono	  aggiunti	  circa	  2	  mL	  di	  NH4OH	  e	  il	  solvente	   fu	   allontanato	   con	   evaporatore	   rotante.	   Il	   grezzo	   di	   reazione	   fu	   purificato	  attraverso	  cromatografia	   in	  gradiente	  di	  concentrazione	  (7-­‐60%	  Acetato	  di	  etile/Etere	  di	   petrolio)	   su	   gel	   di	   silice,	   per	   ottenere	   730	  mg	   (	   1,17	  mmol;	   resa	   72%)	   di	   ammide	  tiourea	  Cat-­‐16,	  un	  solido	  bianco.	  Pf	  =	  161-­‐165	  °C	  TLC:	  Rf	  (AcOEt	  	  100%)=	  0,86	  TLC:	  Rf	  (AcOEt/	  Etere	  di	  petrolio,	  	  3	  :	  7)	  =	  0,	  50	  [α]d	  =	  +30	  (0,5	  c,	  CHCl3)	  Massa	  esatta:	  Calc	  [M+H]+	  =	  626.1129988	  ;	  Mis	  	  [M+H]+	  =	  626.112490	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  1H	  NMR	  (400	  MHz,	  Chloroform-­‐d)	  δ	  8.84	  (s,	  1H),	  8.30	  -­‐	  8.18	  (m,	  2H),	  7.94	  (s,	  1H),	  7.79	  (d,	  J	  =	  7.9	  Hz,	  1H),	  7.71	  (s,	  2H),	  7.60	  (s,	  1H),	  4.68	  (s,	  1H),	  4.00	  -­‐	  3.90	  (m,	  1H),	  2.28	  -­‐	  2.16	  (m,	  2H),	  1.94	  -­‐	  1.82	  (m,	  3H),	  1.59	  -­‐	  1.32	  (m,	  5H).	  13C	   NMR	   (101	  MHz,	   CDCl3)	   δ	   181.68,	   165.78,	   139.40,	   135.87,	   132.61,	   132.31,	   127.58,	  127.58,	  125.50,	  124.15,	  123.75,	  119.18,	  60.68,	  57.13,	  56.95,	  32.24,	  24.75,	  21.24,	  14.29.	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